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Neste traballo estudiouse a implicación do estrés oxidativo na artrite reumatoide (AR) e na 
disfunción vascular asociada ao envellecemento. 
Na AR, caracterizada pola inflamación no tecido sinovial, encontráronse alteracións 
mitocondriais que poden participar no curso da enfermidade. Neste traballo investigouse a 
relación entre a disfunción mitocondrial dos sinoviocitos humanos co grao de inflamación. 
Observouse que a inhibición da función mitocondrial induce a resposta inflamatoria nos 
sinoviocitos en canto a inducción de estrés oxidativo e producción dos mediadores inflamatorios 
COX-2, PGE2 e IL-8. Ademáis, agrava a resposta inflamatoria inducida por IL-1β e promove a 
anxioxénese. O polifenol natural resveratrol foi capaz de previr os efectos da disfunción 
mitocondrial. 
Por outra parte, durante o envellecemento tense descrito unha disminución na actividade do 
factor de resposta antioxidante Nrf2 e unha resposta anxioxénica deteriorada que afecta á 
microcirculación en certos tecidos. Neste traballo determinouse se a disfunción da actividade 
Nrf2 afecta á capacidade anxioxénica de células endoteliales de arteria coronaria. Encontrouse 
que o silenciamento de Nrf2 nestas células inhibe os procesos anxioxénicos de migración, 
proliferación, adhesión e formación de tubos, e que ademáis sensibiliza ás células endoteliales á 




En este trabajo se ha estudiado la implicación del estrés oxidativo en la artritis reumatoide (AR) y 
en la disfunción vascular asociada al envejecimiento.  
En la AR, caracterizada por la inflamación en el tejido sinovial, se han encontrado alteraciones 
mitocondriales que pueden participar en el curso de la enfermedad. En este trabajo se investigó 
la relación entre la disfunción mitocondrial de los sinoviocitos humanos con el grado de 
inflamación. Se observó que la inhibición de la función mitocondrial induce la respuesta 
inflamatoria en los sinoviocitos en cuanto a inducción de estrés oxidativo y producción de los 
mediadores inflamatorios COX-2, PGE2 e IL-8. Además, agrava la respuesta inflamatoria inducida 
por IL-1β y promueve la angiogénesis. El polifenol natural resveratrol fue capaz de prevenir los 
efectos de la disfunción mitocondrial. 
Por otra parte, durante el envejecimiento se ha descrito una disminución en la actividad del 
factor de respuesta antioxidante Nrf2 y una respuesta angiogénica deteriorada que afecta a la 
microcirculación en ciertos tejidos. En este trabajo se determinó si la disfunción de la actividad 
Nrf2 afecta a la capacidad angiogénica de células endoteliales de arteria coronaria. Se ha 
encontrado que el silenciamiento de Nrf2 en estas células inhibe los procesos angiogénicos de 
migración, proliferación, adhesión y formación de tubos, y que además sensibiliza a las células 




In this work, involvement of oxidative stress in rheumatoid arthritis (RA) and age-related 
vascular dysfunction has been studied.  
In RA, characterized by synovial inflammation, mitochondrial alterations that might participate in 
the course of the disease have been found. In this work, the link between mitochondrial 
dysfunction in human synoviocytes and the inflammation level has been investigated. Inhibition 
of mitochondrial function has been found to induce the inflammatory response in synoviocytes 
in terms of oxidative stress induction and production of the inflammatory mediators COX-2, PGE2 
and IL-8. Besides, it aggravates the inflammatory response induced by IL-1β and promotes 
angiogenesis. The natural polyphenol resveratrol was able to prevent the effects of 
mitochondrial dysfunction. 
On the other hand, during aging it has been described a diminished activity of the antioxidant 
response factor Nrf2 and an impaired angiogenic response that affects microcirculation in 
several tissues. In this work, we determined whether impaired Nrf2 activity affects angiogenic 
capacity of coronary artery endothelial cells. It was found that Nrf2 dysfunction impairs 
angiogenic processes of migration, proliferation, adhesion, and tube formation. Besides, it 
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1. El estrés oxidativo asociado a patologías humanas 
La homeostasis celular se puede definir como el conjunto de procesos celulares 
destinados a mantener estables las condiciones necesarias para el buen funcionamiento de la 
célula, compensando la variabilidad de las condiciones externas al sistema. La estabilidad de las 
condiciones se refiere a temperatura, pH, osmolaridad, ratio entre procesos catabólicos y 
anabólicos, etc.  
Asimismo, la homeostasis implica también el mantenimiento de un delicado balance del 
estado redox (relación entre las formas oxidadas y reducidas de donadores y aceptores de 
electrones), necesario para el mantenimiento de las funciones celulares normales. Para ello, es 
necesario que la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) se 
produzca dentro de ciertos límites. Las ROS son moléculas derivadas del oxígeno con uno o más 
electrones desapareados y que, por tanto, son altamente reactivas pudiendo provocar daños por 
oxidación en la célula cuando son producidas en exceso. Este daño oxidativo puede conducir a 
una disfunción celular e incluso llevar a la muerte celular, lo cual a su vez puede derivar en una 
aceleración del envejecimiento o de enfermedades asociadas al envejecimiento. Por otra parte, 
las ROS a niveles fisiológicos intervienen en procesos de señalización celular que regulan, entre 
otras, la respuesta proliferativa (1). Asimismo, las ROS constituyen el principal mecanismo de 
defensa frente a patógenos (2). 
Para contrarrestar los potenciales efectos dañinos de ROS, la célula dispone de sistemas 
de defensa antioxidante, consistentes en enzimas detoxificadoras que catalizan procesos de 
conversión de ROS a moléculas menos reactivas, como la catalasa (CAT), la superóxido 
dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa (GPx), etc; o en pequeñas moléculas antioxidantes que 
actúan como receptores del electrón desapareado, como la vitamina A, C, E o el glutatión (GSH). 
El balance entre la producción de ROS y la defensa antioxidante determinará el grado de 
estrés oxidativo. El estrés oxidativo en células y tejidos se refiere al desequilibrio entre los 
niveles de prooxidantes y antioxidantes, a favor de los primeros. En estas condiciones, ROS 





Este desequilibrio, que tiene como consecuencia el daño oxidativo, puede ser el 
resultado de distintos factores: 
 aumento de la generación de ROS  
 en respuesta a la exposición a toxinas (por ejemplo, el humo de tabaco). 
 como consecuencia de episodios de hipoxia/re-oxigenación. 
 debido a disfunción mitocondrial o a la activación de enzimas endógenas 
productoras de ROS como la oxidasa del dinucleótido de nicotinamida-
adenina fosfato (NADPH oxidasa). 
 disminución en los niveles de moléculas o enzimas antioxidantes  
 por disminución en la ingesta de vitaminas u otras moléculas pequeñas 
antioxidantes, o de los micronutrientes que necesitan las enzimas 
antioxidantes como cofactores (como Fe, Cu, Zn o Se). 
 por defectos de la maquinaria antioxidante que impide la correcta 
síntesis del gen antioxidante.  
El extremo opuesto, de disminución de los niveles de ROS por debajo del punto de 
equilibrio homeostático, puede interrumpir la función fisiológica de ROS en diferentes 
respuestas celulares como la proliferación celular o la función inmune. En este sentido, los 
individuos con deficiencias hereditarias en algún componente de la NADPH oxidasa (enfermedad 
crónica granulomatosa) presentan una mayor susceptibilidad a las infecciones, demostrando la 









El estrés oxidativo está estrechamente relacionado con la inflamación, un proceso que 
constituye una respuesta adaptativa a cualquier condición percibida como potencialmente 
peligrosa y que pretende eliminar el peligro, reparar el tejido y restaurar el estado de 
homeostasis. Son muchas las moléculas endógenas que pueden activar una respuesta 
inflamatoria (llamadas alarminas o DAMPS, por damage-associated molecular patterns), entre 
ellas, moléculas oxidadas como por ejemplo la lipoproteína de baja densidad oxidada (LDLox), 
que constituye un mediador clave en el proceso de aterogénesis (4). Estas señales de peligro 
activan rutas de señalización intracelular, principalmente a través de los receptores de 
membrana Toll-like receptors (TLRs), que culminan con la activación de factores de transcripción 
proinflamatorios como el factor nuclear κB (NF-κB) o la proteína activadora 1 (AP-1). Estos 
factores activan la transcripción génica de multitud de mediadores inflamatorios como 
Figura 1: Situaciones de equilibrio y desequilibrio redox. En una situación de homeostasis celular, 
existe un equilibrio entre los niveles de prooxidantes (ROS) y de antioxidantes. En este contexto, 
ROS cumplen funciones fisiológicas y los sistemas de defensa antioxidantes regulan sus niveles para 
que no se produzca daño oxidativo en las células y tejidos del organismo. Cuando se rompe el 
equilibrio redox hacia bajos niveles de ROS (izquierda) se crea un estrés reductor (poco común); y 
cuando el desequilibrio conlleva altos niveles de ROS (derecha) se produce estrés oxidativo (la 
forma de desequilibrio redox más común en los sistemas biológicos). En ambos casos, se producen 





interleuquina (IL)-8, IL-1β o factor de necrosis tumoral (TNF)α que, a su vez, pueden activar los 
TLRs volviendo a activar los factores de transcripción. Los DAMPs también pueden unirse a los 
receptores citoplasmáticos nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors 
(NLRs), dando lugar a la activación del inflamasoma, un complejo proteico que promueve la 
maduración de IL-1β e IL-18, citoquinas que juegan papeles esenciales en el desarrollo de la 
inflamación.  
La propia activación de los TLRs puede inducir la formación de más ROS mediada por la 
mitocondria y la activación de NADPH oxidasas, lo que, a su vez, facilita de nuevo la activación 
de los TLRs. Como resultado, se crea un ciclo de amplificación progresiva de la respuesta 
inflamatoria inicial que puede constituir un importante mecanismo en el mantenimiento de la 
inflamación crónica en muchas enfermedades humanas (5). 
Además, la generación mitocondrial de ROS y la liberación de ADN mitocondrial 
(ADNmt) oxidado por parte de este orgánulo, es un potente activador del inflamasoma, que, 
como se ha comentado, es un importante mecanismo en la perpetuación de la inflamación (5). 
Por ello, existe una frecuente asociación entre el daño mitocondrial y enfermedades 
inflamatorias crónicas y agudas, así como con el proceso de envejecimiento en sí mismo (6). 
Así, el estrés oxidativo y la inflamación constituyen dos procesos que se retroalimentan 
entre ellos, estableciéndose un ciclo vicioso capaz de perpetuar y propagar la respuesta 
inflamatoria. De hecho, la mayoría de las enfermedades crónicas relacionadas con estrés 
oxidativo tienen en común que presentan un componente inflamatorio. En estos casos, el 
proceso de inflamación no alcanza el objetivo de recuperar la homeostasis tisular, sino que el 
estrés oxidativo perpetúa y amplifica la respuesta inflamatoria hasta convertirse en un proceso 
patológico crónico. Existe una larga lista de enfermedades que han sido relacionadas con el 
estrés oxidativo, como son diversas enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas, el 
cáncer, la artritis o incluso el propio proceso de envejecimiento (7-16). Así, en 1956, Harman 
propone por primera vez la teoría del envejecimiento por radicales libres, que sostiene que el 
envejecimiento y las enfermedades relacionadas con el envejecimiento son la consecuencia de la 
acumulación de daño oxidativo en las moléculas y macromoléculas del organismo (17). En 1972 






muestran algunas de las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, en función del 
órgano afectado.   
 
 
Por todo ello, la conexión entre desequilibrio redox, inflamación y enfermedad 
conforma un extenso, complejo e interesante campo de estudio.  
Figura 2: Ejemplos de enfermedades relacionadas con estrés oxidativo. En el esquema se 
muestran algunas de las numerosas enfermedades en las que ha sido descrita la implicación de un 






2. Mitocondria y estrés oxidativo 
2.1. LA MITOCONDRIA 
La mitocondria es un orgánulo citoplasmático presente en casi la totalidad de las células 
eucariotas en un número variable en función de la demanda energética de cada tejido (desde 
algunas decenas de mitocondrias por célula hasta varios miles en los tejidos más activos como el 
hígado o el músculo cardíaco) (19). La mitocondria constituye la principal fuente de energía de la 
célula. Se caracteriza por poseer dos membranas: una membrana externa, fácilmente permeable 
a pequeñas moléculas e iones que se mueven libremente a través de canales transmembrana; y 
una membrana interna, impermeable a la mayoría de las moléculas pequeñas e iones, por lo que 
presenta transportadores específicos para las moléculas o iones que deben cruzarla. La 
membrana interna forma numerosas crestas que aumentan la superficie de ésta, permitiendo 




Delimitada por la membrana interna se encuentra la matriz mitocondrial, en donde se 
encuentra embebido el ADNmt y se realizan reacciones metabólicas tan importantes como la 
oxidación de aminoácidos, la β-oxidación de ácidos grasos o el ciclo de Krebs.  
Figura 3: Estructura y compartimentalización de la 
mitocondria. La mitocondria consta de una membrana 
externa que la recubre, de gran permeabilidad. A 
continuación, se encuentra la membrana interna, que 
forma invaginaciones llamadas crestas mitocondriales 
para aumentar su superficie. El espacio intermembrana 
juega un importante papel en la creación de gradientes 
a ambos lados de la membrana interna. Por último, el 
interior de la mitocondria, la matriz mitocondrial, es la 
parte soluble que alberga el ADNmt y en la que se 









En la membrana interna se encuentra la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), un 
conjunto de 4 complejos multiproteicos entre los que se realiza el proceso de transporte 
electrónico: el complejo I o NADH (nicotinamida adenina dinucleótido) deshidrogenasa, el 
complejo II o succinato deshidrogenasa, el complejo III o ubiquinona-citocromo c 
oxidorreductasa y el complejo IV o citocromo oxidasa. A continuación se encuentra la ATP 
sintasa, otro complejo multiproteico (a menudo considerado como el complejo V de la CRM) que 
lleva a cabo la síntesis del ATP. Todos estos complejos proteicos participan en el proceso 
denominado fosforilación oxidativa, que culmina con la reducción del O2 para formar H2O y con 
la síntesis de ATP. 
El proceso de fosforilación oxidativa puede consumir aproximadamente el 85% del O2 
usado por la célula y generar hasta el 90% del ATP producido en ésta (20). Este proceso 
comienza con la captación de electrones provenientes del NADH y de la oxidación de succinato a 
fumarato. Estos electrones son canalizados secuencialmente a través de los complejos I, II, III y 
IV hasta que se transfieren al O2, al tiempo que los complejos I, III y IV transportan activamente 
protones (H+) hacia el espacio intermembrana. Debido a la naturaleza impermeable de la 
membrana mitocondrial interna, este transporte de H+ establece un gradiente electroquímico 
entre el espacio intermembrana y la matriz (debido a una diferencia en la concentración de H+ y 
una diferencia en la carga eléctrica a ambos lados de la membrana). La energía potencial 
almacenada en forma de este gradiente electroquímico, llamada fuerza protón-motriz, 
impulsará un flujo de retorno de H+ hacia la matriz, a favor de gradiente, a través de la ATP 
sintasa. La ATP sintasa utiliza este flujo pasivo de H+ para producir ATP mediante la adición de un 






Figura 4: La fosforilación oxidativa. La fosforilación oxidativa consta de 2 procesos acoplados. Primero, tiene lugar la 
transferencia electrónica a través de los complejos de la CRM. Los complejos I y II catalizan la transferencia de 
electrones procedentes del NADH y de la oxidación del succinato, respectivamente, a la ubiquinona (Q), que se reduce 
a ubiquinol (QH2). El ubiquinol difunde por la membrana lipídica hasta el complejo III, que transporta los electrones 
del QH2 al citocromo c (Cyt c). El complejo IV completa la secuencia transfiriendo los electrones desde el Cyt c al 
aceptor último del proceso, el O2, que se reduce para formar H2O. Los complejos I, III y IV utilizan la energía de la 
transferencia electrónica para bombear protones (H
+
) de la matriz hacia el espacio intermembrana, creando un 
gradiente electroquímico a ambos lados de la membrana interna. En segundo lugar, la ATP sintasa o complejo V utiliza 
el flujo pasivo de H
+
 hacia la matriz para catalizar la formación de ATP. Modificado de Principios de Bioquímica (4ª Ed.) 
Lehninger. 
 
La ATP sintasa mitocondrial, o complejo V de la CRM, es una ATPasa de tipo F (con un 
dominio integral de membrana Fo y un domino periférico F1 hacia el que se dirigen los H+). Usa 
el gradiente de H+ para llevar a cabo la síntesis de ATP y acopla estos dos acontecimientos 
mediante un mecanismo llamado catálisis rotacional. En la Figura 5 se muestra la estructura de 










2.2. EL ESTRÉS OXIDATIVO CELULAR 
2.2.1. Producción de especies reactivas de oxígeno 
La mitocondria es una de las principales fuente celulares de ROS (21). Durante el proceso 
de transporte electrónico a través de la CRM, un pequeño porcentaje (menos de un 5%) de los 
electrones que fluyen a través de los complejos desde el NADH o el succinato, escapa y se une 
directamente al O2 formando el ión superóxido (O2
-)̇ (22). La formación de O2
- tiene lugar 
principalmente en los complejos I y III (21). Estos radicales no difunden fácilmente a través de las 
membranas, por lo que ejercen más daño cerca de su origen, provocando la oxidación de 
proteínas mitocondriales y del ADNmt. El O2
- además puede ser enzimáticamente transformado 
por la SOD en peróxido de hidrógeno (H2O2). Este intermediario difunde con gran facilidad a 
través de la membrana, pudiendo ejercer su poder oxidante en proteínas y lípidos de toda la 
célula. El H2O2, a su vez, puede ser parcialmente reducido al radical hidroxilo (OH
-), uno de los 
Figura 5: Estructura de la ATP sintasa mitocondrial. La ATP sintasa, o complejo V de la CRM, 
consta de dos dominios: el dominio Fo, integrado en la membrana mitocondrial interna y el 
dominio F1, dispuesto hacia la matriz. Fo  funciona como canal de protones mientras que F1 
conforma la subunidad catalítica, responsable de la conversión de ADP + Pi a ATP. Cuando un H
+
 se 
une a Fo provoca cambios en su conformación que provocan que sus subunidades roten. Esta 
rotación se transmite al dominio F1 permitiendo así la liberación de una molécula de ATP. Este 





oxidantes más fuertes de la naturaleza; o bien, ser metabolizado por otras enzimas 
antioxidantes, como la CAT o la GPx, para rendir O2 y H2O. Además, el O2
- también puede 
reaccionar con el óxido nítrico (NO) formándose otro oxidante de gran importancia, el 
peroxinitrito (23).  
2.2.2. El daño oxidativo 
Como se ha destacado anteriormente, las ROS tienen un papel esencial en la defensa del 
organismo y en la señalización de rutas como la proliferación celular, por lo que la generación de 
ROS dentro de ciertos límites es esencial para el mantenimiento de la homeostasis. Así, en 
estado basal sin estrés oxidativo, los sistemas antioxidantes se mantienen en niveles adecuados 
de expresión para mantener los niveles de ROS a niveles no tóxicos. Sin embargo, cuando las 
ROS son producidas en exceso y los sistemas antioxidantes no pueden mantener el equilibrio, se 
pueden provocar graves daños en lípidos, proteínas o ácidos nucleicos por oxidación. El ADNmt 
es especialmente sensible a mutaciones provocadas por ROS debido a su proximidad al lugar de 
formación de ROS y a la ausencia de histonas protectoras. El ADNmt codifica para 13 
polipéptidos que forman parte de complejos de la cadena de transporte electrónico, por lo que 
mutaciones en el ADNmt pueden comprometer el correcto funcionamiento de la mitocondria. 
Además, la ATP sintasa, así como otras enzimas de la cadena de transporte electrónico, ha 
demostrado ser sensible a la inactivación por estrés oxidativo (24). Estos eventos pueden derivar 
en un deterioro de la función mitocondrial, lo que a su vez produce un incremento en la 






3. Los sistemas de defensa antioxidante. El factor de 
transcripción Nrf2 
Los sistemas de defensa antioxidante son necesarios para contrarrestar los excesos de 
ROS, que pueden provocar graves daños en el organismo. Así, las células disponen de moléculas 
antioxidantes y enzimas detoxificantes que pueden eliminar o detoxificar rápidamente los 
radicales libres. El GSH es la molécula pequeña antioxidante más abundante. Las enzimas 
detoxificantes incluyen SOD, GPx, glutatión-S-transferasas (GSTs), CAT, glutatión reductasa, 
glutamato cisteín ligasa (GCL), NAD(P)H:quinona oxidorreductasa (NQO1), hemooxigenasa-1 
(HO-1), y otras enzimas detoxificantes de fase II (25).  
El factor de transcripción que regula la expresión de las enzimas detoxificantes de fase II 
para conseguir una respuesta rápida y eficaz frente a un estrés oxidativo es Nrf2 (nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2). De hecho, regula la expresión de más de 200 genes implicados en la 
defensa antioxidante (26). En condiciones basales, Nrf2 se encuentra unido a su represor, Keap1 
(Kelch-like ECH-associated protein 1). Keap1 induce la ubiquitinización, y subsecuente 
degradación por el proteasoma, de Nrf2. Así, bajo condiciones sin estrés, Nrf2 es degradado 
rápidamente, presentando una vida media de 13 – 21 minutos, por lo que los niveles basales de 
Nrf2 se mantienen bajos. Cuando se produce un aumento en los niveles intracelulares de ROS, 
los residuos cisteína de Keap1 se oxidan, provocando modificaciones en la proteína que resultan 
en una menor capacidad para provocar la degradación de Nrf2. De esta manera, bajo 
condiciones de estrés oxidativo Nrf2 ve aumentada su vida media hasta 100 – 200 minutos. 
Además de Keap1, Nrf2 también dispone de un sensor del estado redox: su dominio NES 
(nuclear export signal). Este dominio promueve la salida de Nrf2 del núcleo en condiciones sin 
estrés, mientras que ve debilitada su actividad en condiciones oxidativas, por lo que Nrf2 es 
retenido en el núcleo. Por lo tanto, cuando existe un aumento de ROS, la actividad 
transcripcional de Nrf2 aumenta gracias a su mayor acumulación en el núcleo debido en primer 
lugar a su abundancia y en segundo lugar a su retención en el núcleo (25). Una vez en el núcleo, 
Nrf2 se une a las regiones ARE (elementos de respuesta antioxidante, por sus siglas en inglés) 








Figura 6: Mecanismo de regulación y activación de Nrf2. La actividad transcripcional de Nrf2 se encuentra regulada 
mediante diversas vías. El principal regulador es Keap1, una proteína citosólica rica en residuos cisteína de unión a 
Nrf2 y que funciona como sensor del estado redox celular. En el núcleo, Nrf2 se une a la proteína Maf y el dímero 
formado puede entonces unirse a la secuencia ARE (Antioxidant Response Element) en la región promotora de los 
genes antioxidantes y comenzar su transcripción. La dimerización con Maf es esencial para la actividad transcripcional 
de Nrf2, y esta pequeña proteína puede estar secuestrada por proteínas inhibidoras como Bach1; por ello Maf se 
puede considerar otro regulador transcripcional de Nrf2. En condiciones homeostáticas, Keap1 provoca la 
ubiquitinización de Nrf2 y su posterior degradación por el proteasoma. Esto conlleva la disminución de la vida media 
de Nrf2 y su abundancia en el núcleo, limitando así su actividad transcripcional. Sin embargo, en condiciones 
oxidativas, los residuos cisteína de Keap1 son oxidados y provocan la pérdida de capacidad de esta proteína para 
inducir la ubiquitinización de Nrf2. Como resultado, Nrf2 se hace más abundante gracias al aumento de su vida media. 
Además, su retención en el núcleo es mayor, y en conjunto se produce un aumento de la actividad transcripcional de 
Nrf2 y, por consiguiente, de sus productos génicos (HO-1, NQO1, GLC, SOD, GST, etc).  
 
Además, la actividad de ciertas enzimas antioxidantes como GCL también es modulada 
directamente por ROS (las propias proteínas poseen sensores redox). Esta vía proporciona una 
respuesta más rápida al daño por no implicar transcripción génica (25).  
Por todo ello, Nrf2 juega un papel de gran relevancia en la protección del organismo 
frente al estrés oxidativo atenuando la patogénesis asociada a la inflamación como en artritis 






3.1. Nrf2 EN EL ENVEJECIMIENTO 
En animales jóvenes, un incremento en la producción de ROS viene inmediatamente 
acompañado de una respuesta adaptativa del sistema Nrf2/ARE, que se activa e incrementa la 
expresión de genes antioxidantes para hacer frente al estrés oxidativo. Una de las características 
principales del envejecimiento es el incremento en la producción celular de ROS, tanto de origen 
mitocondrial como de otras fuentes, como las NADPH oxidasas. Sin embargo, a pesar del 
incremento de ROS con la edad, no llega a desencadenarse una respuesta adaptativa eficaz del 
sistema antioxidante. De hecho, se ha observado un deterioro de la función de Nrf2 en el 
envejecimiento y en enfermedades relacionadas con el mismo, como en enfermedades 
neurodegenerativas o en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (28, 29). Este declive de la 
función de Nrf2 con el envejecimiento puede ser el resultado de mutaciones somáticas de 
pérdida de función en los genes codificantes de Nrf2 o Mafs; de modificaciones epigenéticas del 
promotor de NRF2 que reduzcan su expresión; o de variaciones en la abundancia o actividad de 
otros factores que regulan la actividad de Nrf2, de ARE o de ambos (quinasas, fosfatasas o 
proteínas de unión a ADN) (28). Además, la expresión de Keap1 se encuentra aumentada 





4. Artritis reumatoide 
La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad articular autoinmune de etiología 
desconocida con un marcado carácter inflamatorio y asociada a un incremento en el estrés 
oxidativo. Se trata de una artritis poliarticular de distribución simétrica, es decir, que afecta a 
varias articulaciones de ambos lados del cuerpo. Principalmente, afecta a las pequeñas 
articulaciones diartroidales de las manos y pies y a las rodillas. Presenta un curso crónico, con 
tendencia a una progresiva destrucción y deformidad articular (30, 31). Las articulaciones 
afectadas sufren hipertrofia e hiperplasia sinovial, neoangiogénesis y destrucción de cartílago y 
hueso. 
La epidemiología de la AR varía en gran medida en función de etnias o regiones 
geográficas, sin embargo se estima que afecta al 0.5 – 1 % de la población mundial adulta, 
siendo unas 3 veces más frecuente en mujeres, lo que sugiere un papel para las hormonas 
sexuales (32). Debido a la cronicidad de la enfermedad y la comorbilidad asociada, a su elevada 
incidencia en la población y a la grave incapacidad que provoca en los pacientes que la padecen, 
la AR presenta un importante impacto socioeconómico. La Sociedad Española de Reumatología 
estima el gasto sanitario necesario por cada paciente (se calculan aproximadamente 200.000 
personas con AR en España) entre 3.000 y 7.000 euros anuales, aunque estudios internacionales 
sitúan la cifra en más de 15.000 euros anuales por paciente (33). En cualquier caso, el impacto 
económico en la sociedad y, especialmente, la gran reducción en la calidad de vida de los 
pacientes reflejan la importancia del estudio de esta enfermedad.  
4.1. POSIBLE ETIOLOGÍA DE LA AR 
Aunque la etiología de la AR todavía se escapa a la completa compresión por parte de la 
comunidad científica, se especula que probablemente se trate del resultado de una compleja 
interacción de genes de susceptibilidad, factores ambientales y cambios somáticos que se 
producen con el tiempo en ciertas células (fibroblastos, macrófagos, células T y células B) (31). 
Respecto al factor genético de la enfermedad, presenta una herencia compleja 
probablemente oligogénica. Se han identificado más de 150 genes relacionados con la AR. Este 






enfermedad. Entre los factores genéticos mejor descritos en AR destacan los alelos del sistema 
HLA, en particular el aloantígeno HLA-Dw4/DR4 (antígeno HLA de clase II, HLA-DR4) que 
participa en la presentación de péptidos al receptor de célula T (lo que le confiere gran 
importancia en el desencadenamiento de la respuesta inmune) (31). 
Otros factores implicados en el desarrollo de AR son factores ambientales (bacterias, 
virus, superantígenos), inmunológicos (autoantígenos, colágeno tipo II, péptidos inmunogénicos 
del cartílago) y neuroendocrinos (respuesta defectuosa a cortisol, favoreciendo la inflamación 
crónica) (31), que incidirían sobre individuos genéticamente predispuestos. El tabaquismo, por 
su parte, ha demostrado ser un importante factor de riesgo para el desarrollo y la actividad de la 
enfermedad (34, 35). 
A mediados del siglo XX se descubrió la primera evidencia de autoinmunidad en la AR 
con la identificación del “factor reumatoide” (FR) en sueros de pacientes. Aproximadamente el 
80% de los pacientes AR son seropositivos para FR. Éste es un autoanticuerpo que induce la 
formación de complejos inmunes al unirse con la porción Fc de las inmunoglobulinas y cuya 
presencia predice un curso más agresivo y destructivo de la enfermedad (30). Sin embargo, su 
presencia no es específica de AR. Otros anticuerpos, los anti-péptidos citrulinados cíclicos (anti-
CCP) están presentes aproximadamente en un 50% de los pacientes con AR, pero pueden ser 
más específicos de la enfermedad, presentando importantes características diagnósticas y 
predictivas (36). 
4.2. EL TEJIDO SINOVIAL  
4.2.1. El tejido sinovial normal 
La AR se caracteriza principalmente por una alteración de la morfología, composición y 
función del tejido sinovial. Este tejido reviste el interior de la cápsula articular y produce el 
líquido sinovial, que lubrica la articulación y proporciona nutrición al cartílago adyacente. El 
tejido sinovial se compone de dos capas bien diferenciadas, que en condiciones normales 
presentan la siguiente estructura: 
- Capa íntima (lining): Bordea el tejido sinovial y está en contacto directo con la cavidad 





µm) organizadas de forma laxa, sin vasculatura ni membrana basal. Está compuesta por 2 tipos 
celulares: sinoviocitos tipo A (con características de macrófagos derivados de la médula ósea) y 
sinoviocitos tipo B (con características morfológicas y funcionales de fibroblastos) (31). Estos 
últimos son los más abundantes, constituyendo dos tercios de todos los sinoviocitos que se 
encuentran en la sinovial (37). En condiciones normales, los sinoviocitos tipo fibroblasto 
proporcionan proteínas plasmáticas y moléculas lubricantes, como el ácido hialurónico, a la 
cavidad articular y al cartílago adyacente (38).  
- Capa subíntima (sublining): Consiste en un tejido conjuntivo laxo que presenta pocas 
células, con una organización todavía más laxa, algunos vasos sanguíneos, adipocitos y 
fibroblastos. En su zona superior se encuentran pequeños capilares o vénulas, y vasos de mayor 
calibre en las zonas más profundas. En esta zona aparecen algunos macrófagos y linfocitos. La 
matriz extracelular se compone de colágeno, fibronectina y proteoglicanos (31).  
4.2.2. El tejido sinovial reumatoide 
Durante el desarrollo de la enfermedad reumatoide, la membrana sinovial sufre cambios 
estructurales de gran magnitud. Se produce un aumento en masa, con edema, pliegues 
redundantes y vellosidades (31).  
En fases iniciales de la enfermedad, en la sinovial se observa edema tisular, proliferación 
vascular e hiperplasia sinovial, con discreta infiltración difusa de la subíntima por linfocitos y 
neutrófilos (31). Las células T CD4+ activadas por antígeno llegan a la sinovial y, además de 
producir citoquinas proinflamatorias, amplifican la respuesta inmune estimulando otras células 
no residentes (células B, monocitos, macrófagos) así como a las células residentes (sinoviocitos, 
condrocitos y osteoclastos). Estas células activadas inducirán la liberación de citoquinas, 
especialmente TNFα, IL-1β e IL-6, causando inflamación sinovial y daño articular. El daño 
articular resulta de la degradación de tejido conectivo por las metaloproteasas (MMPs) 
(especialmente estromelisina y colagenasas), y de la estimulación de la osteoclastogénesis por 
células T CD4+ activadas (39).  
En la enfermedad establecida se intensifica la hiperplasia e hipertrofia sinovial, llegando 
la íntima a tener un grosor de hasta 10 – 15 capas celulares (37). Además, los sinoviocitos AR 






enfermedad, promoviendo la inflamación, la degradación del cartílago y del hueso y la formación 
del pannus (40). El pannus es una región de la membrana sinovial reumatoide que limita con el 
cartílago y el hueso subcondral, invade dichas estructuras y produce las características erosiones 
marginales de la AR. Se compone básicamente de sinoviocitos tipo fibroblasto de la íntima con 







Figura 7: Evolución de la patogénesis de la AR en la articulación de la rodilla. En una articulación normal, la sinovial 
presenta 1-3 capas de sinoviocitos sobre una capa de tejido conectivo laxo. En la AR temprana la sinovial se engruesa 
por hiperplasia e hipertrofia. Se comienza a formar una red de nuevos vasos sanguíneos, provocando la infiltración de 
la sinovial y el líquido sinovial con células T (predominantemente CD4+) y células B. En el líquido sinovial también se 
acumula una gran cantidad de neutrófilos. En la AR establecida, la sinovial sufre la transformación al tejido 
inflamatorio invasivo llamado pannus, que invade y destruye el cartílago y el hueso adyacente. Adaptado de Choy E.H., 
2001 (41). 
 
En las fases más avanzadas de la enfermedad, la subíntima muestra una gran infiltración 
de células mononucleares, en las que predominan linfocitos T, aunque también abundan 
linfocitos B, macrófagos y células plasmáticas (31). La mayoría de los linfocitos T están activados 
y presentan una disposición perivascular (31). Los neutrófilos se acumulan en el líquido sinovial, 
en donde captan complejos inmunes y liberan enzimas proteolíticas (30).  
4.3. LOS SINOVIOCITOS 
Los sinoviocitos normales (en adelante nos referiremos a sinoviocitos como los 
sinoviocitos tipo fibroblasto) secretan altos niveles de ácido hialurónico a la cavidad articular, 
que posee propiedades lubricantes e inmunomoduladoras, y componentes de tejido conectivo 
para el mantenimiento de la cápsula articular (fibronectina, colágeno tipo IV y tipo VI, laminina, 
proteoglicanos, fibrilina). También controlan el volumen de líquido sinovial en la articulación 
(37).  
Los sinoviocitos AR sufren una transformación hacia un fenotipo agresivo inflamatorio, 
que resulta, al menos en parte, de mutaciones somáticas o alteraciones epigentéticas (40). Estos 
sinoviocitos transformados presentan la capacidad de sobrevivir a un ambiente rico en factores 
inductores de apoptosis como ROS o citoquinas; presentan una elevada expresión de oncogenes 
y elevada síntesis de MMPs, una mayor capacidad de migración e invasividad, una reducida 
inhibición por contacto y un crecimiento “anclaje-independiente”. Todo ello les confiere una 
apreciable similitud a células tumorales cuya principal característica es su crecimiento invasivo 
hacia los tejidos adyacentes (40, 42). La morfología y las características biológicas de los 
sinoviocitos transformados difieren en gran medida de los sinoviocitos normales, poseyendo los 






Los sinoviocitos AR también están implicados en la osteoclastogénesis (erosión del 
hueso marginal), mediante la secreción de citoquinas, como el RANKL (ligando del receptor 
activador de NF-κB), que inducen la diferenciación de macrófagos a osteoclastos. Además, 
también se ha demostrado que pueden directamente invadir el hueso (aunque en un proceso 
más lento que la erosión mediada por osteoclastos, pero que puede ser de relevancia fisiológica 
igualmente) (37).  
Los sinoviocitos en los lugares de invasión o de la íntima secretan grandes cantidades de 
MMPs y catepsinas, conduciendo a la degradación de tejido conectivo, cartílago y hueso, y 
activando otras proteasas. Debido a la potencia de los sinoviocitos para producir enzimas 
degradadoras de cartílago y hueso y su efecto estimulador sobre los osteoclastos, los 
sinoviocitos constituyen la principal célula efectora de la activación y estimulación de los 
osteoclastos, lo que deriva en el principal problema de la AR: la destrucción articular (37, 38, 42).  
También es importante destacar que los sinoviocitos AR expresan mutaciones 
promitóticas y antiapoptóticas; si estas mutaciones son una causa o una consecuencia de la 
enfermedad, sigue siendo objeto de conjetura (37). 
4.3.1. Sinoviocitos e inflamación 
Los sinoviocitos producen y también responden a una amplia variedad de mediadores 
inflamatorios como las citoquinas IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, TNFα o IFN-γ (interferón-γ); la iNOS 
(enzima sintasa de óxido nítrico inducible); factores de crecimiento como el GM-CSF (factor de 
estimulación de colonias de granulocitos-macrófagos) o el TGF-β (factor de crecimiento 
transformante β); prostaglandinas como la prostaglandina E2 (PGE2); varias quimioquinas como 
IL-8, etc (30, 37).  
TNFα e IL-1β, dos de las citoquinas más abundantes en la articulación AR, parecen actuar 
de forma sinérgica para inducir la función efectora (30, 31, 43). De hecho, los agentes biológicos 
más utilizados en el tratamiento de la artritis son los inhibidores del TNFα (Adalimumab, 
Etanercept, Infliximab o certolizumab) o, más recientemente, el antagonista de la IL-1β 
(Anakinra). Se postula que la IL-1β es responsable de la inducción de la inflamación en las fases 
más tempranas de la enfermedad, mientras que TNFα ejercería su efecto en las etapas 





La IL-1β es una citoquina que se sintetiza como un precursor de 31 kDa (pro-IL-1β) y que 
es escindida por la caspasa-1 a la forma madura de 17 kDa. Como se ha comentado 
anteriormente, ejerce sus efectos desde la fase más temprana de la enfermedad, siendo de gran 
importancia en el desarrollo de ésta. En este sentido, junto con IL-6, parece ser la principal 
citoquina responsable del establecimiento de la inflamación en la articulación AR. Así, cuando IL-
1β se une a sus receptores (IL-1R) estimula su propia síntesis y la síntesis de una gran variedad 
de mediadores inflamatorios como IL-17, IL-8, IL-6, VEGF (factor de crecimiento endotelial 
vascular), MCP-1 (proteína quimioatrayente de monocitos), etc. Sus efectos biológicos pueden 
ser controlados por inhibidores naturales, como el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra), al 
que se une la IL-1β sin llegar a desencadenar la ruta de señalización (45). Sin embargo, en 
pacientes AR parece existir un desequilibrio entre la producción de IL-1β y de IL-1Ra, de manera 
que la producción de este último no es suficiente para bloquear la actividad de IL-1β (46). 
Uno de los mediadores inflamatorios que se ve incrementado en respuesta a la 
señalización por IL-1β es la enzima ciclooxigenasa (COX)-2. La enzima COX presenta dos 
isoformas: COX-1 (69 kDa), que se expresa de manera constitutiva en la célula, y COX-2 (72 kDa), 
la isoforma inducible. La expresión de la enzima COX-2 se ve intensamente incrementada en los 
sinoviocitos y vasos sanguíneos del tejido sinovial AR. La importancia de esta enzima en la 
patogénesis de la AR radica en su participación en la ruta de síntesis de la PGE2 (47). 
La síntesis de PGE2 es consecuencia de una serie de reacciones enzimáticas (Figura 8) 
que incluyen la liberación de ácido araquidónico por la fosfolipasa A2 y su conversión a PGH2 por 







IL-1β es capaz de inducir la expresión de COX-2, además de otras enzimas involucradas 
en la síntesis de PGE2 como la PGES microsomal (48). Las prostaglandinas son moléculas de vida 
corta que son secretadas y ejercen señales autocrinas o paracrinas, actuando de manera similar 
a hormonas. En las artritis inflamatorias, la PGE2 juega un papel de gran importancia, ya que es la 
principal causante del dolor, amplifica la señal inflamatoria al inducir la síntesis de IL-1β, y es 
responsable de la degradación del cartílago (induciendo, por ejemplo, la producción de MMPs) y 
del hueso (mediante la inducción de osteoclastogénesis) (47). También está implicada en el 
proceso de angiogénesis, actuando como inductora de la expresión de VEGF en los sinoviocitos. 
Además, la PGE2 promueve la expresión de IL-1β, amplificando el proceso inflamatorio (49).  
IL-1β también estimula la síntesis de quimioquinas, como la IL-8. Las quimioquinas son 
una familia de citoquinas proinflamatorias de bajo peso molecular, que ejercen acciones 
quimioatrayentes. En AR las quimioquinas juegan un papel crucial en la iniciación y 
mantenimiento de la inflamación al inducir la quimiotaxis y migración de los leucocitos a través 
Figura 8: Cascada de reacciones para la síntesis de prostaglandinas. La liberación del ácido 
araquidónico de los fosfolípidos de membrana y su conversión hasta PGH2 tiene lugar 
mediante una serie de reacciones enzimáticas que involucran a la fosfolipasa A2 y a la 
ciclooxigenasa-1/2. Desde este sustrato, sintasas específicas terminales se encargan de la 
conversión a las distintas prostaglandinas. La PGH2 es convertida a PGE2 mediante la PGE 





de la barrera endotelial hasta la sinovial. IL-8 se encuentra sobreexpresada en el tejido sinovial, 
líquido sinovial y suero de pacientes AR en correlación con la actividad de la enfermedad (50). Al 
contrario que los macrófagos, que parecen liberar IL-8 de manera constitutiva, los sinoviocitos 
sólo producen IL-8 en presencia de inductores como IL-1β, TNFα, productos virales o bacterianos 
como el lipopolisacárido (LPS) o al estrés celular, todos ellos importantes en la patología AR (51). 
Probablemente las acciones más importantes de IL-8 en la articulación sean su inducción de la 
angiogénesis y su acción quimiotáctica sobre neutrófilos, la principal célula inmune presente en 
el líquido sinovial AR (50). Además, junto con IL-1β y TNFα, mantiene el proceso inflamatorio en 
la articulación reumatoide provocando la quimiotaxis y expansión de macrófagos y células T, así 
como participando en la activación de los sinoviocitos AR (42).  
4.3.2. Sinoviocitos y angiogénesis 
La angiogénesis, el proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos, es muy activa en 
AR, particularmente en la enfermedad de inicio temprano. Los nuevos vasos proporcionan los 
medios para el reclutamiento de células inflamatorias a la cavidad articular, así como oxígeno y 
nutrientes a la sinovial hiperplásica. Generalmente, la angiogénesis está estrechamente regulada 
por inductores e inhibidores. En estado basal, el endotelio vascular es quiescente, y menos de un 
0.01% de las células endoteliales se dividen. En procesos benignos (como la reparación de 
heridas) o patológicos (como el crecimiento tumoral y la AR), el tejido vascular puede ser 
rápidamente estimulado para proliferar. Muchos factores angiogénicos incluyendo citoquinas, 
factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias, y moléculas de adhesión solubles 
han sido descritos en la sinovial y en el líquido sinovial de pacientes con AR. Sin embargo, estos 
tejidos también contienen inhibidores de la angiogénesis por lo que no está claro todavía si el 
incremento neto en el volumen vascular de las articulaciones de pacientes con AR resulta de una 
sobreabundancia de factores angiogénicos o un déficit de factores angiostáticos (o ambos) (43). 
Además, se ha demostrado que una significativa proporción de los vasos sanguíneos presentes 
en la sinovial AR son inmaduros o inestables (52, 53). La estabilización o maduración del vaso 
depende de la adquisición de una capa de pericitos que rodean al vaso, y de la interacción de las 
células endoteliales del nuevo vaso con dichos pericitos y los componentes de la matriz 






tratamientos actuales anti-TNF efectivos en el tratamiento de la AR disminuyen el porcentaje de 
vasos inmaduros en la sinovial (53). 
Los sinoviocitos AR también contribuyen al crecimiento de nuevos vasos sanguíneos 
mediante la secreción de factores proangiogénicos como FGF (factor de crecimiento 
fibroblástico), VEGF, IL-18 y angiopoyetinas (37). Se ha detectado una sobreexpresión de VEGF 
en suero, líquido sinovial y tejido sinovial de pacientes AR (54). 
Todos los tejidos, especialmente aquellos que están creciendo durante un extenso 
período de tiempo como la sinovial AR, necesitan un suministro adecuado de oxígeno y 
nutrientes. Para ello, es esencial la angiogénesis en la articulación AR. Uno de los factores 
desencadenantes parece ser la hipoxia, que estimula tanto factores proangiogénicos como 
factores quimiotácticos, MMPs y factores osteoclastogénicos. Las citoquinas proinflamatorias 
abundantes en la sinovial AR como TNFα, IL-1β y TGF-β pueden inducir la expresión de factores 
proangiogénicos en sinovios AR como la angiopoyetina-1 Y VEGF, funcionando además como un 
factor aditivo en condiciones de hipoxia (38, 55). 
4.4. RUTAS DE SEÑALIZACIÓN EN AR 
Las células presentes en la región inflamada están expuestas a una gran cantidad de 
estímulos inflamatorios, aunque sólo unos pocos factores de transcripción parecen estar 
involucrados en su regulación. NF-kB es un factor de transcripción clave en AR y se sabe que 
juega un papel decisivo tanto en etapas iniciales de la enfermedad como en el estado de 
perpetuación de la inflamación crónica. Regula la expresión de más de 150 genes que coinciden 
con los principales mediadores de la patología AR entre los que se encuentran citoquinas 
proinflamatorias, quimioquinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesión celular, 
prostaglandinas y otros (56). La activación de NF-kB también tiene efectos antiapoptóticos, 
contribuyendo de esta manera a la hiperplasia sinovial que caracteriza la AR. Además, modula la 
expresión de MMPs, sugiriendo que puede regular la destrucción articular (37). Algunos de los 
genes diana más importantes de NF-kB se muestran en la Tabla 1. A su vez, la activación de NF-
kB es inducida por una variedad de señales entre las que destacan citoquinas (IL-1, TNFα), 

















TNFα IL-8 VEGF COX-2 MMP-1 c-Myc IEX-1 
IL-1 MCP-1 Angiop.  iNOS MMP-3 Ciclina D TRAF1 
IL-2 ICAM-1     MMP-9   TRAF2 
IL-6 VCAM-1     MMP-13   Bcl-2 
IL-17  GM-CSF 




Tabla 1: Ejemplos de genes diana de NF-kB en función de su efecto en la articulación AR. PGs, prostaglandinas; NO, 
óxido nítrico, TNFα, factor de necrosis tumoral α; IL, interleuquina; MCP-1, proteína quimioatrayente de monocitos-1; 
ICAM-1, molécula de adhesión intracelular-1; VCAM-1, molécula de adhesión celular vascular-1; GM-CSF, factor 
estimulador de colonias granulocito-macrófago; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; Angiop., 
angiopoyetinas; COX-2, ciclooxigenasa-2; iNOS, sintasa de óxido nítrico inducible; MMP, metaloproteasa; IEX-1, gen de 
respuesta inmediata temprana-1; TRAF, factor asociado a receptor de TNF; Bcl-2, linfoma de célula B-2; c-IAPs, 
inhibidores celulares de la apoptosis. 
 
NF-κB es una familia de factores de transcripción diméricos que incluyen 5 miembros: c-
Rel, RelA (p65), RelB, NF-κB1 (p50) y NF-κB2 (p52). Mayoritariamente, el dímero de NF-κB está 
formado por una subunidad p50 y una subunidad p65. En células no estimuladas, NF-κB se 
encuentra retenido en el citoplasma mediante su unión a sus proteínas inhibitorias IκB, por lo 
que la actividad transcripcional se ve inhibida. Existen varias rutas de activación y señalización de 
NF-κB (57, 58).  
La activación de la “vía clásica” de NF-κB tiene lugar en respuesta a la estimulación de 
los receptores de IL-1 o TNF, de los TLR o los receptores de células T o B y conlleva la 
fosforilación, ubiquitinización y posterior degradación proteosomal de las proteínas IκB 
catalizada por las quinasas de IκB (IKKs). De esta manera, los dímeros de NF-κB (generalmente 
heterodímeros p50/p65) pueden traslocarse al núcleo donde se unen a su secuencia consenso 
en el ADN y llevan a cabo la transcripción génica. Esta ruta, la más común, es esencial en el 
desarrollo y función del sistema inmune, y cuando está alterada participa en la iniciación y 
progresión de enfermedades autoinmunes.  
Existe una segunda vía de activación de NF-κB denominada “vía alternativa”, que se 
desencadena cuando se estimula, entre otros, el receptor de CD40, el receptor del factor 






κB que se activa mediante esta ruta está generalmente compuesto por las subunidades 
RelB/p52. Esta ruta es especialmente importante en el desarrollo, selección y supervivencia de 
células B y T o en la diferenciación de células presentadoras de antígeno como las células 
dendríticas jugando por ello un papel destacado en la auto-reactividad del sistema inmune.  
Se ha descrito, por último, una “vía atípica” de activación de NF-κB. Esta ruta 
respondería a estrés oxidativo así como a factores de estrés químicos y fisiológicos. Durante el 
envejecimiento, etapa en el que el estrés oxidativo es mayor en el organismo, se ha encontrado 
una mayor activación de NF-κB en diversos tejidos animales (58). Asimismo, se han encontrado 
elevados niveles de citoquinas proinflamatorias en estos tejidos. En fibroblastos de donantes 
más ancianos, se ha encontrado una respuesta inflamatoria crónica de baja intensidad y una 
activación constitutiva de NF-κB en comparación con donantes jóvenes (59).  
 
 
Figura 9: Esquema general de la activación de NF-κB. En condiciones basales, NF-κB se encuentra 
secuestrado en el citoplasma por las proteínas IκB. Los estímulos activadores de NF-κB convergen en la 
fosforilación y activación de la quinasa de IκB (IKK). La IKK activada fosforila IκB, marcándola para su 
ubiquitinización y posterior degradación por el proteasoma. Así, el dímero de NF-κB (mayoritariamente el 
heterodímero p65/p50) es liberado e importado al núcleo, en donde se une al ADN para activar la 





Las MAP quinasas (MAPK) son moléculas efectoras intracelulares involucradas en una 
cascada de señalización muy activa en sinoviocitos AR. Comprende 3 miembros: c-jun amino 
terminal quinasa (JNK), quinasa regulada por señal extracelular (ERK) y p38. La estimulación de 
las rutas MAPK por varias citoquinas, como IL-1β o TNFα, estrés oxidativo u otros tipos de estrés 
químico o físico resulta en la expresión de las proteínas Jun y Fos, que forman homodímeros y 
heterodímeros para formar el factor de transcripción AP-1. AP-1 es un factor de transcripción 
también sensible al estado redox cuya actividad está incrementada en sinovios AR y que 
conduce a la expresión de una variedad de citoquinas proinflamatorias, como el TNFα y MMPs 
(30, 38). Así, algunos de los efectos de la activación de AP-1 son el incremento en la proliferación 
celular, la inducción de osteoclastogénesis o la degradación de la matriz por los sinoviocitos (60, 
61). De hecho, la actividad AP-1 ha sido directamente correlacionada con la severidad de la AR 
(37).  
ROS puede inducir también la activación del factor inducible de hipoxia (HIF-1). Este 
factor se ha encontrado altamente activado en la sinovial AR, siendo responsable de la 
expresión, entre otros productos génicos, de VEGF (esencial en los procesos angiogénicos), y de 
MMPs (esenciales en los procesos angiogénicos y también de destrucción del cartílago) (62). 
Además, ha sido relacionado en distintos tipos celulares con la inducción de la expresión de COX-
2 e IL-8 (63-65). Se trata de un factor dimérico formado por las subunidades HIF-1β, que se 
expresa constitutivamente y se mantiene a niveles constantes independientemente de los 
niveles de oxígeno; y la subunidad HIF-1α, que aunque su síntesis es constitutiva, su estabilidad 
está altamente regulada por los niveles de oxígeno. Bajo condiciones de normoxia, HIF-1α se 
degrada rápidamente. En hipoxia, sin embargo, se estabiliza y se trasloca al núcleo, en donde 
dimeriza con HIF-1β y el complejo formado se convierte en transcripcionalmente activo (66). La 
activación de HIF-1 es clave para la adaptación de las células a condiciones de hipoxia, activando 
la transcripción de genes relacionados con angiogénesis o con la ruta glucolítica para intentar 
restablecer el aporte de oxígeno y subsanar el defecto en la generación de ATP. Otros factores 
además de la hipoxia y ROS pueden inducir la activación de HIF-1, como las citoquinas IL-1β y 
TNFα, hormonas, factores de crecimiento o estrés mecánico, todos ellos factores importantes en 









Nrf2 es un factor de transcripción, descrito en detalle en el apartado 3, que juega un 
papel protector en la enfermedades inflamatorias como la AR (27). Se encuentra activado en la 
sinovial de pacientes AR y también se han encontrado niveles aumentados de su enzima diana 
HO-1 en el líquido sinovial AR (68, 69). Así, aunque este factor antioxidante no logra controlar el 
estrés oxidativo asociado a la patología, su silenciamiento provocaría un agravamiento de los 
síntomas y de la destrucción articular (68, 70). Por el contrario, su inducción con el agente 
gastroprotector rebamipide atenúa la severidad de la artritis en ratones inhibiendo la 
inflamación articular (71). Además, el inductor de Nrf2 sulforafano también ha demostrado la 
capacidad de inducir apoptosis en sinoviocitos inflamados (estimulados con TNFα) pero no en 
sinoviocitos sanos (72). De hecho, se cree que las sales de oro utilizadas en el tratamiento de la 
AR basan su efectividad en la activación del sistema Nrf2 (73). 
Figura 10: Procesos de señalización celular en los que está implicado el sinoviocito AR. Los sinoviocitos 
activados participan en una gran variedad de respuestas patológicas en la AR, como en autoinmunidad, 
angiogénesis, inflamación y destrucción articular. Responden a la estimulación por citoquinas y otras moléculas 
estimulatorias, a través de receptores de superficie como el receptor de TNF (TNFR), receptor de IL-1 (IL-1R) o 
receptores Toll-like (como TLR2). Estos receptores activan rutas de señalización que llevan a la activación de la 
transcripción de multitud de genes involucrados en la señalización de los sinoviocitos AR, principalmente a 
través de los factores de transcripción NF-κB, AP-1 o HIF-1. Estos factores de transcripción también pueden verse 
activados por el efecto de ROS. Además, el contacto directo de los sinoviocitos con células T puede activar a 
estas últimas. Los sinoviocitos presentan además moléculas de adhesión que regulan el tráfico de leucocitos en 





En conclusión, el sinoviocito AR está implicado en el reclutamiento, retención y 
activación de células inflamatorias, angiogénesis, y destrucción del hueso y del cartílago (74). 
4.5. DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL Y ESTRÉS OXIDATIVO EN AR 
En los últimos años han surgido numerosas evidencias de que la disfunción mitocondrial 
puede jugar un papel crucial en la patología de las artritis inflamatorias. Así, se ha demostrado 
que el ADNmt de pacientes con AR presenta una mayor tasa de mutaciones somáticas así como 
un mayor grado de oxidación (75, 76). Debido a que el ADNmt codifica para 13 polipéptidos que 
forman parte de complejos de la cadena de transporte electrónico, una elevada tasa de 
mutación puede provocar una síntesis defectuosa de los complejos de la CRM, con la 
consiguiente disfunción mitocondrial. De acuerdo con esta teoría, en la sinovial AR hipóxica se 
ha descubierto una deficiencia en la actividad del complejo IV de la CRM (77). Además, también 
se han descrito hallazgos similares en artritis idiopática juvenil, en donde se ha encontrado una 
expresión disminuida de genes codificados por ADNmt, entre ellos los genes que codifican para 2 
subunidades del complejo IV de la CRM (78). Otro estudio demuestra que los linfocitos 
periféricos de pacientes AR presentan mitocondrias despolarizadas y un mayor estrés oxidativo 
(79). Además, se sabe que el NO, que es un mediador producido en grandes cantidades en la 
sinovial AR, altera la función mitocondrial de los sinoviocitos, despolarizando la membrana y 
provocando una disminución en la producción de ATP (80). En AR se ha encontrado una 
correlación entre la actividad de la enfermedad y la presencia de estrés oxidativo (81), 
especialmente daño oxidativo en el ADN (82). Estudios previos encontraron un aumento en los 
niveles de marcadores de estrés oxidativo y una disminución en los niveles de antioxidantes en 
el suero y líquido y tejido sinovial de pacientes AR, además de daño oxidativo en el cartílago (75, 
81-86).  
De hecho, los tratamientos anti-TNF que resultan eficaces en artritis inflamatorias 
provocan una disminución en los niveles de estrés oxidativo y en la mutagénesis mitocondrial 
inducida por hipoxia, lo que sugiere la relación del estrés oxidativo con la enfermedad (87). 
También el tratamiento combinado del antioxidante coenzima Q10 con el habitual tratamiento 
de la AR con metotrexato, proporciona un efecto protector en un modelo de artritis inducida por 
antígeno al disminuir la oxidación de proteínas y lípidos (88). Estos datos confirman la 






Por otra parte, parece que este daño mitocondrial se correlaciona con el estado 
inflamatorio de los tejidos (89). En este sentido, se ha encontrado ADNmt oxidado en el líquido 
sinovial de pacientes AR pero no en pacientes sanos (75). Como se ha mencionado con 
anterioridad, esta molécula es considerada un DAMP, una señal de peligro capaz de 
desencadenar una respuesta inmune. De hecho, se ha demostrado que el ADNmt oxidado es 
capaz de inducir artritis en articulaciones murinas (90). El conjunto de evidencias que señalan a 





Figura 11: Evidencias de estrés oxidativo y disfunción mitocondrial en sinoviocitos AR. Durante la última década, y 
cada vez con mayor frecuencia, los estudios apuntan a un estrés oxidativo y disfunción mitocondrial en los 
sinoviocitos, e incluso en células circulatorias, de pacientes AR, correlacionándose con la actividad de la 
enfermedad. Además, los niveles de antioxidantes se encuentran disminuidos respecto a pacientes sanos, lo que 
agrava el desequilibrio redox. La producción de ROS es la responsable de la oxidación del ADNmt (además de otras 
moléculas en la célula), que, con gran probabilidad, provoca un incremento significativo en la tasa de mutación del 
ADNmt encontrada en estos pacientes respecto a pacientes sanos. Estas mutaciones, así como la elevada 
producción de NO, serían las responsables de una pérdida de la función mitocondrial (disminución de la actividad de 
los complejos, despolarización, y disminución de la producción de ATP), que provocaría la liberación de más ROS, 
agravando el estado redox celular. Por otra parte, el ADNmt oxidado es capaz, por sí solo, de inducir una respuesta 





Una característica de la sinovial AR que agrava el estrés oxidativo en el tejido es la 
situación de hipoxia. El tejido sinovial, que en condiciones normales está vascularizado 
proporcionando un adecuado aporte de oxígeno, incrementa drásticamente su vascularización 
en AR, creando más vasos sanguíneos que intentan aportar el oxígeno necesario a la nueva masa 
celular. Sin embargo, este proceso de angiogénesis no es suficiente (o es defectuoso) para 
abastecer de oxígeno a toda la nueva masa celular en el tejido, que crece descontroladamente. 
Por ello, la sinovial AR es hipóxica, presentando una presión parcial de oxígeno (pO2) < 5%. 
Aunque se puede interpretar que al existir menos oxígeno disponible, la producción de ROS será 
menor, la realidad es que se ha demostrado que durante la hipoxia se incrementa la liberación 
de ROS, produciéndose además una mayor tasa de mutaciones en el ADNmt en sinoviocitos 
humanos (77, 91). Además, el proceso de angiogénesis permite la infiltración de células inmunes 
activadas, como los macrófagos, lo que supone una enorme carga oxidativa al tejido sinovial, ya 
que son responsables del “estallido oxidativo” propio de su función protectora frente a 
patógenos. Asimismo, el tejido sinovial sufre continuamente procesos de severa hipoxia y re-
oxigenación. Es sabido que la re-oxigenación de los tejidos inmediatamente después de un 
episodio de hipoxia provoca serios daños oxidativos al tejido afectado (procesos de 
isquemia/reperfusión). En la sinovial AR, este proceso resulta de gran importancia, 







5. El envejecimiento en el sistema vascular 
5.1. EL SISTEMA VASCULAR 
El sistema cardiovascular aporta oxígeno, nutrientes y otras moléculas esenciales a los 
tejidos, mientras recoge y transporta los productos de desecho hacia los órganos encargados de 
su eliminación. Estos productos se diluyen en la sangre, que los transporta a través de los vasos 
sanguíneos. 
La estructura de la pared de un vaso sanguíneo (Figura 12) varía en función del tipo de 
vaso. Las arterias y venas consisten en 3 capas adyacentes: la túnica íntima (más interna), la 
media y la adventicia (más externa). La túnica íntima está formada por una única capa de células 
endoteliales, directamente en contacto con el lumen del conducto, embebidas en una matriz 
extracelular, y apoyadas en una membrana basal. Bajo ésta se encuentra una capa de tejido 
conectivo laxo. La túnica media la comprenden células musculares lisas, la lámina elástica, fibras 
de colágeno y fibrillas elásticas, todo ello embebido en una matriz extracelular. Por último, la 
túnica adventicia es la más variable, conteniendo nervios, tejido fibroelástico denso y vasos que 
le aportan nutrientes. Su principal componente es el colágeno, que sirve para anclar el vaso a los 








Los capilares son los vasos más pequeños (Figura 13). Consisten tan sólo en una capa de 
células endoteliales que se rodea de pericitos. Los pericitos son células de tipo músculo liso que 
proporcionan al vaso diversas funciones (contráctil, de soporte, participación en la angiogénesis, 
etc).  
Figura 12: Estructura general de un vaso sanguíneo. En la imagen se observan las tres capas o túnicas de las 
que se compone un vaso  sanguíneo. La túnica íntima, en contacto con el lumen del vaso, presenta en su 
capa más interna el endotelio, la capa de células endoteliales en contacto con el torrente sanguíneo. Estas 
células se mantienen sobre una membrana basal, que, a su vez, descansa en una capa de tejido conectivo 
laxo. La túnica media está esencialmente formada por células musculares lisas, ejecutoras de los procesos de 
vasodilatación y vasoconstricción, y embebidas en una matriz extracelular rica en fibras elásticas y de 
colágeno. En la parte más externa del vaso, se encuentra la túnica adventicia, rica en colágeno, que se 
encarga del anclaje y la estabilidad del vaso en el tejido. Adaptado de Hole´s human and physiology, 7th 









El endotelio es el responsable de la capacidad de los vasos sanguíneos para alterar su 
estructura en respuesta a cambios hemodinámicos. En condiciones normales el endotelio 
mantiene el tono vascular relajado gracias a su activa función secretora e impide el crecimiento 
del músculo liso, la adhesión y agregación de plaquetas y leucocitos y la trombosis. Por ello, una 
disfunción endotelial provoca una respuesta vasoconstrictora con elevación de la presión 
arterial, estimulación del crecimiento del músculo liso vascular y un aumento de la adhesión y 
agregación plaquetaria con efectos trombogénicos. 
Con el envejecimiento, se produce una disfunción endotelial que conduce a un 
incremento de la incidencia de enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, que en la 
actualidad han llegado a constituir la primera causa de muerte en el mundo, según la 
Organización Mundial de la Salud. La mortalidad en Galicia por enfermedades de corazón se 
sitúa en un 36%.  
 
 
Figura 13: Estructura de un capilar sanguíneo. Los capilares consisten tan sólo  en una capa de células 
endoteliales que se distribuyen en estructuras tridimensionales que presentan un conducto por el que el flujo 
sanguíneo llega, en última instancia, a los tejidos. Adheridos por la cara externa a las células endoteliales, se 
encuentran unas células llamadas pericitos que ejercen funciones de soporte, entre otras. Pericitos y células 
endoteliales descansan sobre una membrana basal que recubre el capilar.   






5.2. LA TEORÍA DEL ENVEJECIMIENTO EN EL SISTEMA VASCULAR 
Se han encontrado numerosas evidencias de que la producción de ROS en el sistema 
vascular aumenta significativamente durante el envejecimiento, tanto en las células endoteliales 
como en las células de músculo liso (94, 95). Además, el estrés oxidativo mitocondrial juega un 
papel importante en la disfunción vascular relacionada con el envejecimiento, que es potenciada 
por una actividad incrementada de las oxidasas citoplasmáticas o de la membrana plasmática 
(96, 97). El estrés oxidativo puede jugar un papel central en el crecimiento de vasos sanguíneos a 
múltiples niveles, interviniendo por tanto en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares 
como la aterosclerosis o la hipertensión. En primer lugar, el desequilibrio redox puede llevar a la 
senescencia celular, reduciendo la capacidad proliferativa de las células endoteliales y alterando 
su función (98). Asimismo, en las células endoteliales, el estrés oxidativo afecta a la activación de 
la sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS) y a la biodisponibilidad del NO, que en condiciones 
fisiológicas realiza una esencial función vasodilatadora (98). Así, el aumento de O2
- en el 
endotelio durante el envejecimiento afecta a la vasodilatación, lo que predispone o causa 
hipertensión, y a la formación de vasos colaterales, lo que impide una correcta re-
vascularización de una zona dañada. Además, el O2
- reacciona rápidamente con el NO, y como 
resultado de esta reacción se forma peroxinitrito, una de las ROS más tóxicas que puede oxidar 
lípidos, dañar las membranas lipídicas, eliminar grupos tioles y alterar la función de diversas 
enzimas. Por último, las ROS participan también en la acción hipertrófica de la angiotensina II 
sobre el músculo liso vascular y contribuyen a la inflamación vascular estimulando la expresión 
de moléculas de adhesión en las células endoteliales (93).  
En las células endoteliales, las ROS se generan mayoritariamente por las NADPH 
oxidasas. Las ROS producidas por estas enzimas modulan la señalización celular y se ha 
encontrado que son necesarias para la angiogénesis ya que regulan la producción de factores de 
crecimiento angiogénicos como el VEGF (99-101). Así, en determinadas condiciones, ROS puede 
provocar una hiperestimulación de las células endoteliales mediante la inducción de la 
producción de VEGF y la amplificación de sus efectos intracelulares al incrementar también la 
expresión de sus dianas (102). Sin embargo, se conoce que una producción excesiva de ROS 
inhibe la proliferación endotelial. La explicación más aceptada ante esta aparente contradicción 






estrés oxidativo al que las células endoteliales estén sometidas. Aunque no es un fenómeno 
universal, numerosos estudios indican que un bajo grado de estrés oxidativo es responsable de 
las respuestas fisiológicas de crecimiento vascular y que éste aumenta a medida que aumenta la 
producción de ROS. Llegado a cierto umbral, un alto grado de estrés oxidativo o una prolongada 
exposición a él, contribuye al crecimiento vascular y remodelación patológicos, cuyas 
dimensiones disminuyen a medida que aumenta la cantidad de ROS, como se representa en la 




5.3. DISFUNCIÓN DE NRF2 ASOCIADA A LA EDAD EN EL SISTEMA VASCULAR 
Existen cada vez más evidencias de que el envejecimiento viene asociado con una 
disfunción de Nrf2 en la vasculatura, de manera que la activación de Nrf2 y la transcripción de 
sus genes relacionados no se llevan a cabo eficazmente (103-105). La menor actividad 
transcripcional probablemente se debe a que los niveles de expresión de Nrf2 están disminuidos 
en la vasculatura tanto a nivel proteico como a nivel génico (104).  
En cualquier caso, esta disfunción de Nrf2 conduce a una exacerbación del estrés 
oxidativo celular asociado al envejecimiento y a aumentar la sensibilidad del sistema vascular 
envejecido al daño celular inducido por el estrés oxidativo, incluyendo una menor resistencia a la 
apoptosis (104). 
Figura 14: Modulación del proceso angiogénico 
dependiente del grado de estrés oxidativo en 
condiciones fisiológicas y patológicas. Las ROS 
pueden modular el grado de crecimiento y 
remodelación vascular. En condiciones 
fisiológicas, el proceso de angiogénesis es 
estimulado por un estrés oxidativo de bajo 
grado. Sin embargo, en condiciones patológicas, 
la tasa de formación de nuevos vasos sanguíneos 
decae de manera gradual cuando los niveles de 





Este incremento en el estrés oxidativo causado por la desregulación de Nrf2 en la 
vasculatura resulta en disfunción endotelial, aumenta la susceptibilidad de los vasos al daño en 
enfermedades metabólicas y promueve el desarrollo de enfermedades vasculares 
ateroscleróticas (incluyendo infarto de miocardio, accidente cerebrovascular o demencia 
vascular) (105, 106).  
Se cree que el estrés oxidativo asociado al envejecimiento lleva a una inflamación 
vascular crónica de baja intensidad que promovería el desarrollo de la enfermedad de la arteria 
coronaria o el infarto en edades avanzadas (107). Además, se ha encontrado una correlación 
entre el aumento de estrés oxidativo asociado a la edad con una elevada tasa de apoptosis de 
las células endoteliales, lo que lleva a la rarefacción microvascular, es decir, la pérdida progresiva 
de capilares por apoptosis y falta de formación de nuevos vasos.  
La rarefacción microvascular conlleva defectos de irrigación y se considera un factor 
patogénico en enfermedades como la hipertensión arterial, o la pérdida neuronal asociada al 
envejecimiento (108, 109). De hecho, tratamientos anti-hipertensivos se asocian con una 
prevención de la rarefacción microvascular (110). Se han encontrado numerosas evidencias de 
rarefacción vascular asociada al envejecimiento en el músculo cardíaco, músculo esquelético y 
también en zonas del córtex cerebral.  
5.4. EL PROCESO DE ANGIOGÉNESIS Y SU DISFUNCIÓN EN EL ENVEJECIMIENTO 
La angiogénesis es un proceso fundamental por el que se producen nuevos capilares a 
partir de vasos sanguíneos ya existentes. Aunque conllevan también la creación de nuevos vasos 
sanguíneos, es importante diferenciar la vasculogénesis, que se refiere al proceso de creación de 
estructuras vasculares de novo a partir de células progenitoras, de la angiogénesis, en la que las 
nuevas estructuras vasculares se forman a partir de vasos ya existentes mediante migración y 
proliferación de células endoteliales ya diferenciadas. Por otra parte, se diferencia de la 
arteriogénesis en que ésta supone la formación y crecimiento de grandes vasos sanguíneos 
mientras que la angiogénesis implica la formación de vasos de pequeño calibre (capilares). 
La angiogénesis tiene lugar tanto en condiciones fisiológicas (como en el sistema 
reproductor femenino, en respuesta al ejercicio o en la cicatrización de heridas) como en 






5.4.1. El proceso de angiogénesis 
El proceso de angiogénesis se encuentra estrechamente regulado por distintas 
moléculas con propiedades proangiogénicas como VEGF, bFGF, angiotensina o citoquinas como 
la IL-1 o el TNFα; y moléculas antiangiogénicas como la angiostatina, la endostatina o TIMPs 
(inhibidores tisulares de MMPs), en función de las necesidades fisiológicas que primen en un 
momento y tejido determinado. Cuando el balance entre estas moléculas favorece la 
angiogénesis, las células endoteliales son “activadas” y tiene lugar un proceso por etapas que 
dará lugar al nuevo vaso sanguíneo (Figura 15). En primer lugar, las células endoteliales liberan 
proteasas para la degradación de la membrana basal del vaso progenitor. A continuación se 
produce la migración de las células endoteliales hacia el estímulo angiogénico y su proliferación, 
a medida que las células que migran en el borde del nuevo capilar van avanzando. En esta etapa, 
los mediadores angiogénicos, especialmente VEGF, juegan un papel esencial. A medida que las 
células endoteliales maduran, se disponen en forma de tubos capilares dejando el espacio que 
forma el lumen del vaso; se produce el reclutamiento de los pericitos y la formación de la nueva 
membrana basal; y se producen procesos de adhesión tanto célula-célula como célula-
membrana basal, en los que participan moléculas de adhesión. Por último, se inicia el flujo 








5.4.2. Reguladores del proceso angiogénico durante el envejecimiento 
 La homeostasis del sistema vascular, para mantener un adecuado aporte sanguíneo a los 
tejidos, está regulada por múltiples mecanismos. Estímulos como la hipoxia o una elevada 
demanda metabólica debida al ejercicio inducen la angiogénesis a través de múltiples vías, 
comúnmente mediante la secreción de mediadores angiogénicos como VEGF, el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas, el FGF, angiopoyetinas, o factores endocrinos como el IGF-1 
(insulin-like growth factor-1 o factor de crecimiento insulínico); o los estrógenos, que realizan 
múltiples funciones en relación con la angiogénesis, incluida la estimulación de la producción de 
NO o la protección endotelial frente a la senescencia (lo que explica el incremento del riesgo 
cardiovascular de las mujeres tras la menopausia). La expresión de eNOS sufre una disminución 
Figura 15: El proceso de angiogénesis. La angiogénesis se inicia por la degradación de la 
membrana basal  predominantemente mediante la acción de MMPs. A continuación, factores 
angiogénicos inducen la migración y proliferación de las células endoteliales en dirección a los 
estímulos que inducen el proceso. A medida que las células endoteliales más distales avanzan 
hacia el foco quimioatrayente, las células endoteliales más proximales al vaso progenitor 







durante el envejecimiento, lo que también repercute en la función endotelial (111). En el caso 
de la angiopoyetina-1 y angiopoyetina-2, sus niveles se mantienen durante el envejecimiento, 
sin embargo disminuye la expresión de su receptor Tie-2 (112). A continuación, se describe con 
mayor detalle la función e importancia de dos de los factores mencionados, por estar 
directamente implicados en este trabajo: VEGF e IGF-1. 
La producción de VEGF, uno de los factores angiogénicos más importantes, así como la 
expresión de sus receptores, se encuentra disminuida en el envejecimiento (112-114). Una de las 
vías mejor conocidas de producción de VEGF es la de HIF-1, un factor de transcripción que, como 
se ha descrito anteriormente, se activa en respuesta a condiciones de hipoxia y que se encarga 
de su transcripción. Durante el envejecimiento, sin embargo, la actividad de HIF-1 se ve 
significativamente reducida, y esto parece ser la principal razón por la que la producción de 
VEGF se ve disminuida en animales durante el envejecimiento (115). Se ha demostrado que el 
ejercicio físico moderado puede ser beneficioso en el envejecimiento, al restablecer la actividad 
de HIF-1 y la neovascularización inducida por isquemia en animales viejos. Se postula que, en 
animales sedentarios, la disminución de HIF-1 podría explicarse debido a un aumento de 
glucocorticoides endógenos, que pueden inhibir la transcripción de HIF-1α, o a una disminución 
de los niveles de importina-1α, que dificultaría el transporte de HIF-1α al núcleo (116, 117).  
 Debido a la gran importancia de VEGF en el proceso angiogénico tras un evento de 
isquemia, y su baja disponibilidad durante el envejecimiento, se han realizado ensayos clínicos 
administrando este factor de crecimiento en pacientes con enfermedad isquémica severa del 
corazón para provocar la angiogénesis. Aunque los ensayos preclínicos muestran resultados 
esperanzadores, los resultados en humanos hasta el momento no han sido completamente 
satisfactorios (118-120). 
Por otra parte, el IGF-1 también ejerce efectos protectores en el sistema vascular, 
además de otras múltiples funciones en el organismo. La producción endocrina de IGF-1 se lleva 
a cabo en el hígado a partir de la estimulación con la hormona de crecimiento. La hormona de 
crecimiento se sintetiza en la glándula pituitaria, y se libera al torrente sanguíneo, a través del 
cual llega al hígado para estimular la producción de IGF-1. También existe una producción local 





Tanto los niveles de IGF-1 circulantes como los producidos localmente contribuyen al 
mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la microcirculación incrementando la 
biodisponibilidad de NO, disminuyendo la producción de ROS y ejerciendo efectos 
antiinflamatorios, antiapoptóticos y proangiogénicos (121). Se ha demostrado que los niveles 
circulantes y locales de IGF-1 disminuyen con la edad, y se hipotetiza que esta disminución es 
una causa de las alteraciones fenotípicas del sistema vascular relacionadas con el 
envejecimiento.  
5.4.3. Disfunción en el proceso de angiogénesis 
El envejecimiento afecta negativamente a la capacidad angiogénica de las células 
endoteliales. Se ha observado en ratones, así como en pacientes, que no sólo existe una menor 
cantidad de VEGF o IGF-1 circulante en el envejecimiento, si no que la respuesta de las células 
endoteliales a la estimulación con factores angiogénicos se ve drásticamente reducida con la 
edad avanzada (122-126). 
El proceso de angiogénesis es de gran importancia para la favorable evolución de los 
pacientes con problemas vasculares como el daño isquémico o la rarefacción vascular. Debido a 
que el envejecimiento es un factor de riesgo para estos eventos, la disfunción de la capacidad 
angiogénica en el envejecimiento agrava las consecuencias de dichas enfermedades y contribuye 
a un peor pronóstico en pacientes ancianos, afectando a los procesos de reparación cardíaca y a 
la adaptación a cambios en la demanda y aporte de oxígeno del tejido (por ejemplo en respuesta 
al ejercicio o a un evento de isquemia consecuencia del estrechamiento aterosclerótico de las 
arterias coronarias) (127). 
El envejecimiento deteriora el proceso angiogénico de múltiples maneras: afecta 
negativamente a la densidad de capilares así como a la vasodilatación y la función de la eNOS; se 
produce un aumento en la expresión de TIMPs, por lo que se inhibe la actividad de MMPs 
necesaria para la degradación de la matriz y la membrana basal en el inicio de la angiogénesis; 
reduce la capacidad de respuesta de las células endoteliales a factores angiogénicos; también 
afecta a la producción de factores de crecimiento y a la activación de HIF-1α, que se ven 
disminuidas (128). La paradójica disminución de la actividad de HIF-1 en el envejecimiento (se 






probablemente, debida a un defecto en la importina-1α, la proteína encargada de su transporte 
al núcleo (117).  
Así, las células endoteliales senescentes presentan una menor capacidad proliferativa, 
una menor producción de factores de crecimiento y una reducida capacidad de migración, lo que 
a su vez impide una correcta formación de tubos. Además, la funcionalidad de las células 







6. Estrategias antioxidantes: el resveratrol 
A la vista del relevante papel que juega el estrés oxidativo en diversas enfermedades, los 
antioxidantes naturales se han alzado como una potencial estrategia para mejorar los síntomas 
de la AR y de otras enfermedades inflamatorias asociadas al estrés oxidativo. Las búsquedas 
bibliográficas de antioxidantes provenientes de productos naturales, como el resveratrol o la 
curcumina, revelan el gran interés de la comunidad científica en estos compuestos. Así, durante 
los últimos 10 años, la base de datos PubMed registró un incremento exponencial de las 
publicaciones relacionadas con estas moléculas.  
El resveratrol (RSV) es un polifenol natural derivado mayoritariamente de las uvas tintas, 
y sus derivados como el vino tinto, y también de otros frutos rojos como arándanos, grosellas o 
granadas, así como en cacahuetes o brécol. Esta molécula ha demostrado poseer propiedades 







Posiblemente, el primer uso conocido en la salud humana del extracto de uva data de 
hace aproximadamente unos 2000 años. Se trata de una preparación herbal ayurvédica 
originaria de la India, cuyo principal ingrediente era Vitis vinífera L y entre cuyos componentes se 
encuentra el RSV. Esta preparación, “Darakchasava”, era prescrita entre otras cosas, como 
cardiotónico o antipirético, y para tratar diversas enfermedades como tumores, anemia o 
tuberculosis (129).  
En general, aunque los estudios clínicos en humanos son limitados, se ha encontrado 
una gran cantidad de evidencias de sus efectos beneficiosos en estudios in vitro y en animales. 
Figura 16: Estructura química del resveratrol.  El 
resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxistilbeno) es una 
molécula aromática derivada del estilbeno, aislada por 






Estas propiedades beneficiosas incluyen propiedades anticancerígenas (suprime la proliferación 
de una gran variedad de células tumorales), neuroprotectoras, cardioprotectoras, antioxidantes, 
antiangiogénicas y antiinflamatorias (130-132).  
En particular, RSV ha demostrado la capacidad de inhibir la respuesta oxidativa y la 
respuesta inflamatoria a través de la inhibición de la síntesis de múltiples mediadores 
proinflamatorios (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, MMP-9, VEGF, COX-2…), la modulación de la síntesis 
de prostaglandinas, la inhibición de factores de transcripción como NF-κB, AP-1, HIF-1 o la 
inhibición de la enzima iNOS (133). En cuanto a su posible utilización en las artritis inflamatorias, 
modelos animales demuestran que un tratamiento con RSV, en dieta o inyección intraarticular, 
puede proteger a la articulación frente al desarrollo de la enfermedad (134-136). Además, un 
estudio reciente en sinoviocitos procedentes de pacientes AR muestra que el RSV es capaz de 
modular la expresión de genes involucrados en la proliferación y la apoptosis, dos procesos 
altamente alterados en AR, ejerciendo efectos antiproliferativos y proapoptóticos en esas células 
(137). El RSV también ha mostrado efectos interesantes respecto a la protección de la función 
mitocondrial. Es capaz, por ejemplo, de reducir la formación de radicales libres, así como de 
impedir la despolarización de la membrana mitocondrial y la depleción de ATP; o inducir 
autofagia, biogénesis mitocondrial y proteger de la apoptosis (138-141). Sin embargo, existen 
diversos estudios que muestran resultados contradictorios respecto al efecto in vitro o in vivo 
del RSV, por lo que todavía es necesario estudiar en mayor profundidad el mecanismo de acción 
y los efectos de este polifenol (25, 142, 143).  
Actualmente, se cree que el RSV puede actuar directamente sobre la enzima 
fosfodiesterasa, que es responsable de la degradación del AMP cíclico (AMPc), e inhibirla (144). 
Así, el RSV induce un incremento de los niveles AMPc, que provocarían un aumento de expresión 
de la enzima AMP quinasa (AMPK). A su vez, se ha demostrado que la AMPK es capaz de inhibir 
la señalización de NF-κB y, por tanto, la inflamación (145). AMPK también activa directamente la 
vía de autofagia/mitofagia y puede activar PGC-1α ((PPAR) gamma coactivator 1), que induce 
biogénesis mitocondrial y activa una respuesta antioxidante mediada por sirtuína3 (146). La 
estimulación simultánea de mitofagia y biogénesis mitocondrial proporcionaría un mecanismo 
contra la proliferación de mitocondrias disfuncionales, un hecho que resulta prometedor en 















JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
Como se ha descrito anteriormente, el incremento en la producción de ROS o la 
disfunción de los sistemas antioxidantes en los tejidos pueden ejercer un papel clave en el 
desarrollo de diversas patologías humanas.  
Así, en AR se ha descrito un aumento del estrés oxidativo acompañado de disfunción 
mitocondrial, especialmente en el tejido sinovial. Una de las principales características de esta 
enfermedad es el alto grado de inflamación presente en las articulaciones afectadas. Aunque el 
estrés oxidativo está ampliamente relacionado con el proceso inflamatorio, nunca ha sido 
estudiada la relación entre la disfunción mitocondrial del sinoviocito humano y la inflamación. 
Por ello, en este trabajo se ha evaluado la hipótesis de que la disfunción mitocondrial asociada a 
la patología artrítica puede inducir la respuesta inflamatoria en los sinoviocitos y hacer más 
sensibles a estas células al efecto inflamatorio inducido por la citoquina IL-1β. 
Las enfermedades vasculares asociadas al envejecimiento constituyen otro ejemplo de 
patologías relacionadas con el estrés oxidativo. Durante el envejecimiento, el proceso 
angiogénico sufre un deterioro, reduciéndose su respuesta a la estimulación angiogénica. Ello 
puede constituir un factor causal o agravante de enfermedades como la demencia senil o 
impedir la recuperación de las zonas afectadas en un proceso isquémico. Se ha relacionado, 
además, el envejecimiento con una disfunción en el sistema antioxidante Nrf2/ARE. Sin 
embargo, no está clara la relación entre la disfunción del sistema Nrf2 asociada al 
envejecimiento con la capacidad angiogénica de las células endoteliales. En este estudio se ha 
planteado la hipótesis de que la inhibición de la señalización de Nrf2 afecta negativamente a la 
capacidad angiogénica de las células endoteliales procedentes de arteria coronaria, simulando 
así el fenotipo vascular del envejecimiento. 
En base a estos precedentes e incógnitas, se han planteado los siguientes objetivos: 
 
A. Estudiar el efecto de la disfunción mitocondrial sobre la respuesta inflamatoria del 
sinoviocito humano normal en cultivo.  
1. Valorar la capacidad de oligomicina para inducir disfunción mitocondrial en sinoviocitos 
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2. Determinar el efecto de la disfunción mitocondrial en la expresión de los mediadores 
inflamatorios COX-2, PGE2 e IL-8 en sinoviocitos humanos normales en cultivo.  
3. Determinar la expresión de los mediadores inflamatorios COX-2, PGE2 e IL-8 en 
sinoviocitos humanos con disfunción mitocondrial expuestos a IL-1β. 
4. Estudiar posibles vías de señalización involucradas en la respuesta inflamatoria inducida 
por disfunción mitocondrial: estudio del papel de ROS, NF-κB, AP-1, Nrf2 y caspasas. 
5. Confirmar si otros inhibidores mitocondriales reproducen los efectos de oligomicina. 
6. Investigar el efecto de la disfunción mitocondrial sobre la capacidad de los sinoviocitos 
para inducir angiogénesis: estudio de la activación de HIF-1, la expresión de VEGF y la 
inducción de formación de tubos en células endoteliales.  
7. Determinar el posible efecto protector del RSV frente a las consecuencias inflamatorias 
y/o angiogénicas de la disfunción mitocondrial en sinoviocitos humanos.  
 
B. Estudiar el papel de Nrf2 en la capacidad angiogénica de células endoteliales de arteria 
coronaria humana en cultivo.  
8. Determinar el efecto de los factores proangiogénicos VEGF e IGF-1 sobre la activación de 
Nrf2. 
9. Determinar si una disfunción en la ruta de señalización de Nrf2 (mediante silenciamiento 
génico o sobreexpresión de Keap1) en células endoteliales de arteria coronaria afecta a 
los procesos angiogénicos de proliferación, adhesión, migración y capacidad de 
formación de estructuras tubulares similares a capilares. 
10. Estudiar el efecto de la disfunción de Nrf2 en la sensibilidad apoptótica de las células 















MATERIALES Y MÉTODOS 
A. Estudio del efecto de la disfunción mitocondrial en el proceso 
inflamatorio del sinoviocito humano normal en cultivo 
 
1. CULTIVO CELULAR 
1.1. Obtención de muestras de tejido sinovial  
El tejido sinovial humano se obtuvo de la articulación de la rodilla procedente de 
amputaciones de 31 donantes adultos sin historia de enfermedad articular. La media de edad de 
los donantes fue de 64 ± 14 años. La sinovial se troceó y se digirió con dispasa (Gibco BRL, 
Paisley, UK) a 37 °C durante 60 min. El digerido se centrifugó y las células obtenidas fueron 
resuspendidas y sembradas en medio de cultivo RPMI (Lonza, Basel, Suiza) suplementado con 
20% de suero bovino fetal (SBF), 100 U/ml de penicilina / 100 µg/ml estreptomicina (Gibco) y 
0.12 UI/ml de insulina humana (Novo Nordisk, Bagsværd, Dinamarca).  
Todos los estudios se realizaron de acuerdo con la Ley 14/2007 de Investigación 
Biomédica, cumpliendo con los requisitos éticos de la Declaración de Helsinki y contaron con la 
aprobación del Comité Ético de Investigación de Galicia. Se ha obtenido el consentimiento 
informado por escrito de todos los pacientes donantes de muestras sinoviales, y todas las 
muestras se codificaron para ser tratadas de manera anónima. 
1.2. Cultivo primario de sinoviocitos 
Inmediatamente tras la digestión enzimática, la suspensión celular está formada por un 
grupo heterogéneo de células, principalmente eritrocitos y sinoviocitos tipo A (macrófagos) y 
tipo B (sinoviocitos fibroblásticos). Las células crecieron en una monocapa en frascos de cultivo 
de 162 cm2 cambiando el medio cada 2 días y se expandieron mediante sucesivas 
tripsinizaciones.  
Tras el segundo pase de tripsinización, se obtiene una población homogénea de células 
adherentes, presentando tan sólo el fenotipo de tipo fibroblasto con la típica morfología 
fusiforme. Para la caracterización celular se realizó una citometría de los marcadores de 
superficie CD90 (marcador de fibroblastos humanos), CD45 (marcador de células 
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98% de células CD90-positivas, descartándose la presencia de células endoteliales y 
encontrándose un porcentaje menor del 2% de células CD45-positivas.  
 Para los experimentos, las células sinoviales cultivadas se utilizaron desde el pase 3 
hasta un máximo de 9 pases. 
1.3. Estimulación celular 
 Antes de los experimentos, las células se deplecionaron en medio RPMI 0.5% SBF 
durante 24 h y, a continuación, los experimentos se realizaron también en RPMI 0.5% SBF 
(excepto en las determinaciones de ROS, que se realizan en RPMI 0% SBF). Este bajo porcentaje 
de SBF en el medio hace que las células se mantengan en un estado quiescente.  
Oligomicina (OLI; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), se empleó como inhibidor de la ATP 
sintasa mitocondrial. El uso de OLI para inducir disfunción mitocondrial en distintos tipos 
celulares es comúnmente descrito en la literatura científica (147-149). Además, se utilizó 
antimicina A (AA), un inhibidor del complejo III de la CRM y paraquat (PQ), un prooxidante 
mitocondrial comúnmente usado para inducir disfunción mitocondrial (Sigma-Aldrich). IL-1β 
(Sigma-Aldrich) se utilizó para inducir la respuesta inflamatoria. N-acetilcisteína (NAC; Sigma-
Aldrich) se usó como un secuestrador general de ROS, mientras que mitoTEMPO (Santa Cruz 
Biotechnology Inc., CA) se empleó como secuestrador selectivo de ROS mitocondrial. BAY-
117085 (BAY; Calbiochem, Darmstadt, Alemania) se empleó por su capacidad de prevenir la 
activación de NF-κB. Diclofenaco (Sigma-Aldrich), un medicamento del grupo de los 
antiinflamatorios no esteroideos (NSAID), se utilizó como inhibidor de COX-2. Como un inhibidor 
general de caspasas se utilizó Z-VAD-FMK (Sigma-Aldrich). Además, RSV (Sigma-Aldrich), un 
polifenol natural, se utilizó por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.  
2. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL  
 El potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) se determinó utilizando la sonda 
fluorescente tetrametilrodamina metil ester (TMRM; Molecular Probes, Eugene, OR). Éste es un 
compuesto cargado positivamente que se acumula en la mitocondria de manera indirectamente 
proporcional al ΔΨm y emite fluorescencia roja (λ ~ 590 nm). Así, las mitocondrias polarizadas 
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despolarización, que no podrán retener éste en su interior y por tanto mostrarán una menor 
intensidad de fluorescencia (150).  
Los sinoviocitos se cultivaron en placas de 24 pocillos a una densidad de 5×104 
células/pocillo. Tras ser deplecionados durante 24 h, se incubaron con los correspondientes 
estímulos, añadiéndose el TMRM (20 nM) en oscuridad durante los últimos 30 min del tiempo 
de incubación. A continuación, sin eliminar el fluoróforo del medio, las células se observaron 
directamente en la placa utilizando un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti (Nikon 
Instruments, Inc., Melville, NY) a un aumento de 10X. Para la cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia en cada condición se tomaron 5 imágenes aleatorias de cada pocillo, y se 
analizaron con el software de procesamiento de imágenes ImageJ.  
Como control positivo de un estímulo despolarizador de la mitocondria se utilizó el 
ionóforo valinomicina (5 µM) (Sigma-Aldrich). 
3. CUANTIFICACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ATP 
 El ATP producido por sinoviocitos normales fue cuantificado, mediante luminiscencia, 
utilizando el kit ATPlite (PerkinElmer, Waltham, MA) de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante. Las células, sembradas en placas blancas de 96 pocillos a una densidad de 5×104 
células/pocillo, se sometieron a una solución de lisis durante 5 min en agitación, que además de 
lisar las células estabiliza el ATP. A continuación se añadió una solución sustrato que contiene 
luciferasa y D-luciferina, durante otros 5 min en agitación. En presencia de oxígeno, el ATP 
presente en las muestras reacciona con la D-luciferina dando lugar a la producción de luz. Tras 
adaptar la placa a oscuridad durante 10 min para evitar interferencia por fosforescencia del 
plástico, se cuantificó la luz emitida por las muestras en un luminómetro MicroBeta TriLux 
(PerkinElmer). La luz emitida es proporcional a la concentración de ATP en las muestras. La 
concentración de ATP se determinó incluyendo en la placa una curva patrón con 
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4. DETECCIÓN DE ROS 
4.1. Determinación de peróxido de hidrógeno intracelular 
La determinación de H2O2 intracelular en los sinoviocitos humanos en cultivo se realizó 
mediante citometría de flujo utilizando el fluoróforo 2´,7´-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-
DA) (Sigma-Aldrich). Esta molécula, no fluorescente, difunde a través de la membrana celular 
hasta el citoplasma. Allí, es escindida por esterasas intracelulares a DCFH, un compuesto que no 
puede atravesar la membrana plasmática y que por acción de ROS es oxidado a DCF, un 
compuesto fluorescente que puede ser cuantificado por citometría de flujo (λex 504nm; λem 
529nm).  
El DCFH-DA, a pesar de ser una de las sondas más comúnmente utilizadas para la 
detección de H2O2 intracelular y estrés oxidativo, presenta serias limitaciones y artefactos 
respecto a la cuantificación. En primer lugar, DCFH puede ser oxidado no sólo por H2O2, sino 
también por la interacción con radical hidroxilo, especies reactivas de nitrógeno, hierro o grupos 
proteicos hemo, entre otros. Además, el intermediario DCF- formado de la oxidación de DCFH 
reacciona rápidamente con O2 para formar O2
-. A partir de este radical se formará H2O2, 
provocando una amplificación artificial de la intensidad de la señal de fluorescencia (151).  
En nuestro estudio, las células se sembraron en primer lugar en placas de 12 pocillos a 
una densidad de de 1.25×105 células/pocillo. Tras 24 h de depleción, se cambió el medio a RPMI 
sin SBF y se preincubaron con DCFH-DA 10 µM durante 30 min. A partir de este momento, todo 
el proceso se llevó a cabo en oscuridad. A continuación, el medio se sustituyó por uno nuevo, 
lavando previamente los pocillos con solución salina, y se añadieron los estímulos 
correspondientes durante 15 min. Transcurrido el tiempo de estimulación, las células se 
tripsinizaron, se recogieron en tubos de citometría y se centrifugaron. Estas células fueron 
resuspendidas en PBS frío y analizadas mediante citometría de flujo, usando el canal FL1. Cada 
condición experimental fue procesada por duplicado. Los resultados se expresaron como la 
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4.2. Determinación de superóxido intracelular y mitocondrial  
Para estudiar la producción del radical O2
- citosólico y mitocondrial se utilizaron 
fluoróforos derivados del etidio: dihidroetidio (DHE) y mitoSOX red, respectivamente (Molecular 
Probes). Estos compuestos, que presentan una fluorescencia basal azul, son capaces de 
reaccionar directamente con el radical O2
- oxidándose a etidio, que emitirá una fluorescencia 
roja (λ ~ 590 nm). MitoSOX es un derivado catiónico del dihidroetidio diseñado para la detección 
selectiva de O2
- mitocondrial.  
Al contrario que el DCFH-DA, los radicales derivados de estos fluoróforos no reaccionan 
con el O2 para formar O2
-, por lo que no pueden amplificar la señal artefactualmente (151).   
Para la detección de la fluorescencia emitida mediante microscopía, los sinoviocitos se 
sembraron en placas desmontables de 8 pocillos a una densidad de 1.5×104 células/pocillo. Tras 
la depleción de 24 h en RPMI 0.5% SBF, el medio se cambió por HBSS suplementado con Ca+2 y 
Mg+2 (Gibco). Se añadió DHE (10 µM) o mitoSOX (1 µM) a los pocillos junto con el 
correspondiente estímulo durante 30 min a 37 °C en oscuridad. A continuación, se eliminó el 
medio y los pocillos se lavaron dos veces con PBS 1X pH 7.4 antes de fijar las células durante 15 
min con paraformaldehído 4% a temperatura ambiente y en oscuridad. Las células se lavaron de 
nuevo y se incubaron con DAPI (10 µg/ml) durante 10 min para contrateñir los núcleos. Tras un 
último lavado, la placa se desmontó para obtener solamente el portaobjetos con las células 
adheridas, y se procedió al montaje de éste utilizando Glicergel (DAKO). Se tomaron cinco 
imágenes de fluorescencia de cada condición usando un microscopio Nikon Eclipse Ti a una 
magnificación de 10X. Posteriormente, se analizaron con el software ImageJ para cuantificar la 
intensidad de florescencia.  
5. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN DE ARN 
Para los estudios de expresión génica se extrajo ARN utilizando el reactivo Trizol y se 
retrotranscribió a ADN complementario (ADNc). Posteriormente, se llevó a cabo la reacción en 
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5.1. Extracción de ARNm y tratamiento con ADNasa 
El ARN total se aisló a partir de 5×105 células por condición (procedentes de 2 pocillos de 
placa de 6). Para extraer ARN celular, se utilizó el reactivo Trizol (Invitrogen) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El reactivo Trizol es una solución monofásica de fenol e 
isotiocianato de guanidina que provoca la lisis celular mientras protege la integridad del ARN. 
Cuando se añade cloroformo al lisado celular se provoca la separación de una fase acuosa, en la 
que se encuentra el ARN, de una fase orgánica. La fase acuosa se recupera a tubos nuevos, en 
donde se provoca la precipitación del ARN mediante una incubación con isopropanol. Por 
último, se lava el ARN con etanol 75% y se deja secar brevemente el precipitado para poder 
disolverlo en agua libre de ARNasas a 55 °C. 
El ARN obtenido se cuantificó con un espectrofotómetro NanoDrop ND 1000 (Thermo 
Fisher Scientific, Wilmington, DE) a 260 nm. La pureza del ARN se determinó a partir del ratio 
entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm (A260/280), que debe ser de aproximadamente 2. Ratios 
menores son indicativos de contaminación del ARN con proteínas, compuestos fenólicos u otros 
contaminantes que absorben a 280 nm. Un segundo indicador de la pureza del ARN lo constituye 
el ratio 260/230, que debe ser ligeramente superior al anterior (entre 2.0 y 2.2). Un ratio por 
debajo de estos valores indica contaminación con compuestos que absorben a 230, típicamente 
fenol u otros compuestos provenientes del proceso de extracción.  
A continuación, 1 µg de ARN (con ratios aproximados de pureza = 2) se trató con 1 µl de 
desoxirribonucleasa I 1U/µl (DNasa I; Invitrogen). Se añadió 1 µl de tampón de reacción 10X (200 
mM Tris-HCl pH 8.4, 20 mM MgCl2, 500 mM KCl) y se completó hasta 10 µl con agua libre de 
ARNasas. La mezcla se incubó durante 15 min a temperatura ambiente, y se detuvo la reacción 
añadiendo 1 µl de EDTA 25 mM pH 8.0 para posteriormente incubar durante 10 min a 65 °C.  
5.2. Retrotranscripción de ARN a ADNc 
La síntesis y amplificación de ADNc a partir de las muestras de ARN se realizó usando el 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche Diagnostics, Abingdon, UK), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para ello, se preparó en primer lugar la reacción añadiendo 1 µl de 
cebadores oligo (dT) (2.5 µM) y 1 µl de agua libre de ARNasas a 1 µg de ARN (11 µl resultantes 
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10 min a 65 °C. A continuación, para llevar a cabo la síntesis de ADNc, se añadieron 4 µl de 
tampón de reacción 5X (40 mM MgCl2), 0.5 µl de inhibidor de ARNasa (40 U/µl), 2 µl de mezcla 
de desoxinucleótidos (10 mM) y 0.5 µl de la enzima transcriptasa reversa (20 U/µl). La mezcla 
(20 µl) se sometió a una incubación de 30 min a 55 °C seguida de otra breve incubación de 5 min 
a 85 °C para inactivar la enzima. Las muestras con ADNc se guardaron a -20 °C hasta el momento 
de llevar a cabo la PCR a tiempo real. 
5.3. PCR a tiempo real 
En placas de PCR de 96 pocillos (LightCycler 4800, Roche Diagnostics) se realizó la mezcla 
de 2 µl de ADNc con 5 µl de SYBR Green (LightCycler 4800 SYBR Green I Master kit, Roche 
Diagnostics), 0.25 µl de cada cebador 20 µM (sentido y antisentido) y 2.5 µl de agua de PCR para 
completar hasta 10 µl totales. La PCR se llevó a cabo en el termociclador Real Time LightCycler 
(Roche Diagnostics). 
Las condiciones fueron las siguientes: una primera etapa de incubación a 95 °C durante 
10 min para la activación de la hot start Taq ADN polimerasa. A continuación, se llevan a cabo 40 
ciclos de amplificación que consisten en una primera etapa de 10 s a 95 °C para la 
desnaturalización de las dobles cadenas de ADN, seguida de una bajada de temperatura de 10 s 
a 60 °C para permitir el anillamiento de los cebadores con la secuencia diana del ADN de cadena 
única y una etapa de extensión de 10 s a 72 °C, en la que la ADN polimerasa realiza la síntesis de 
la nueva hebra de ADN. El SYBR Green es un compuesto fluorescente que se intercala entre las 
bases de ADN de doble cadena, por lo que a medida que aumenta el número de copias del 
producto de PCR, aumenta la fluorescencia emitida. Mediante la herramienta de cuantificación 
de expresión relativa del software LightCycler 480, la intensidad de la señal de fluorescencia es 
cuantificada y se realizan comparaciones entre los grupos basales y tratados teniendo en cuenta 
la eficiencia de la reacción y la normalización respecto al gen de referencia.  
El diseño de los cebadores utilizados para cada gen de interés y de referencia se realizó 
utilizando la herramienta informática Primer3 y fueron manufacturados por Sigma. En la Tabla 2 
se detallan las características de todos los cebadores utilizados.   
La expresión de COX-2 e IL-8 se normalizó utilizando como gen de referencia la 
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hipoxantina fosfo-ribosil transferasa 1 (HPRT). En ambos casos, los genes de referencia fueron 
elegidos de entre una batería de genes candidatos por la similitud de sus niveles de expresión 
con los de los genes diana y por no verse modulados bajo ninguna de las condiciones estudiadas. 
Cada punto de la PCR se hizo por duplicado. Los datos se expresan como ratio de incremento 
respecto al basal (normalizado a 1). 
 
Tabla 2. Cebadores empleados en la PCR a tiempo real. 
  GEN 
DIANA 
        CEBADOR SENTIDO 
                    (5’ – 3’) 
CEBADOR ANTISENTIDO 
(5’ – 3’) 
AMPLICÓN 
     (pb) 
COX-2 TGGGAAGCCTTCTCTAACCTC TCAGGAAGCTGCTTTTTACCTT       103 
IL-8 AGACAGCAGAGCACACAAGC ATGGTTCCTTCCGGTGGT        62  
VEGF GAGTGGTTGACCTTCCTCCA GATCCTGCCCTGTCTCTCTG        72 
PBGD TTGTATGCTATCTGAGCCGTCTA AGCTATGAAGGATGGGCAAC        70 
HPRT TGACCTTGATTTATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT       102 
 
Debido a que el SYBR Green se une a cualquier molécula de ADN de doble cadena, fue 
necesario realizar las curvas de melting o fusión, características del producto de PCR (dependen 
del tamaño y composición del amplicón). Para ello, se realizó una etapa más de 
desnaturalización de 5 s a 95 °C, seguida de 1 min a 65 °C para que todas las hebras hibridasen 
de nuevo, alcanzando así el máximo de fluorescencia. A continuación se elevó lentamente la 
temperatura hasta 97 °C. La temperatura a la que la mitad de las hebras de ADN se encuentran 
disociadas es la temperatura de melting o temperatura de fusión (Tm). Esta Tm debe ser la 
misma en cada gen analizado, por lo que este dato permite descartar aquellas muestras en 
donde se haya amplificado algo distinto a nuestro amplicón (la Tm sería distinta debido a que se 
trata de uniones inespecíficas del cebador, primer dimers, etc). 
6. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN PROTEICA DE COX-1/COX-2 MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Para la cuantificación proteica de COX-1/COX-2 mediante citometría de flujo, las células 
se sembraron en placas de 6 pocillos, a una densidad de 2.5×105 células/pocillo. Tras 24 h de 
depleción, los sinoviocitos se trataron con los correspondientes estímulos durante 6 h. 
Finalizado el tiempo de incubación, las células se recogieron mediante tripsinización. A 
continuación se lavaron 2 veces con solución salina y se permeabilizaron con una solución de 
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CA) durante 10 min. Las células permeabilizadas se centrifugaron y se lavaron 2 veces con una 
solución de bloqueo de albúmina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS 1X. Tras el bloqueo, las 
células se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con 10 µl de anti-COX-1/anti-COX-2 
marcados respectivamente con isotiocianato de fluoresceína (FITC) y ficoeritrina (PE) (BD) 
diluidos en 20 µl de PBS 1X. Tras la incubación, las células se sometieron a dos lavados con PBS + 
1% BSA y se resuspendieron en PBS 1X para ser analizadas en un citómetro de flujo FACScalibur 
(BD) en los canales FL1 (para detectar la fluorescencia emitida por FITC) y FL2 (para detectar PE).  
Los datos obtenidos se expresaron como la mediana de la intensidad de fluorescencia y 
se normalizaron respecto al valor de la condición basal (=1). 
7. ELISA   
La cuantificación de mediadores inflamatorios secretados al medio de cultivo se realizó 
mediante ELISA. En primer lugar, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una 
densidad de 5×104 células/pocillo. Tras el tiempo de depleción y de estimulación 
correspondiente, se centrifugaron las placas durante 10 min para evitar recoger cualquier célula 
despegada, y se recogió el sobrenadante de cada pocillo (condiciones experimentales por 
duplicado). Los sobrenadantes se guardaron a -20 °C hasta el momento de la determinación por 
ELISA.   
7.1. ELISA de PGE2 
Para la determinación de PGE2 liberada al medio se utilizó el kit Amersham 
Prostaglandin E2 Enzymeimmunoassay System (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. Se trata de un ensayo competitivo en el que la PGE2 de las 
muestras compite con una cantidad fija de PGE2 marcada con peroxidasa por los sitios de unión 
a anticuerpo anti-PGE2. La mezcla formada por las muestras más la solución de PGE2 marcada 
con peroxidasa se incuba con anti-PGE2 proveniente de ratón en la placa de ELISA que está 
revestida de IgG anti-ratón de oveja. Tras una incubación de 1 h a temperatura ambiente, se 
realizan 4 lavados de los pocillos y se incuban con sustrato de peroxidasa (TMB, 3,5,3´,5´-
tetrametilbenzidina) durante 30 min. Durante este tiempo, la peroxidasa conjugada con la PGE2 
que ha conseguido unirse a los anticuerpos en la placa reacciona con el sustrato dando lugar a 
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la absorbancia de las muestras a 450 nm usando el espectrofotómetro Multiskan Plus (MTX Lab 
Systems, Vienna, VA). Debido a que el ensayo es competitivo, a mayor absorbancia detectada, 
menor es la cantidad de PGE2 en las muestras. La concentración de PGE2 en las muestras se 
extrapoló a partir de una curva patrón con un rango de 2.5 a 320 pg/pocillo, lo que atribuye al 
ensayo una sensibilidad de 50-6400 pg/ml. Los resultados se expresaron como pg/5×104 células. 
7.2. ELISA de IL-8 
La cuantificación de IL-8 liberada al medio se realizó con un kit comercial de ELISA 
(Immunotools, Friesoythe, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar, 
las placas se revistieron con una solución de anticuerpo anti-IL-8 proveniente de conejo y se 
incubaron toda la noche para asegurar la unión al plástico. Se bloquearon los pocillos con un 
tampón de bloqueo de PBS con un 3% de BSA y a continuación se incubaron las muestras y la 
curva patrón en los pocillos durante 1 h a temperatura ambiente. Tras lavar los pocillos 5 veces, 
se añadió una solución de anti-IL-8 biotinilado y se incubó durante 1 h. A continuación, tras otra 
ronda de lavados, se añadió un conjugado de estreptavidina marcada con peroxidasa de rábano 
a cada pocillo y se incubó durante 30 min antes de lavar y añadir el sustrato de la peroxidasa, 
TMB. La estreptavidina se une con gran afinidad a la biotina del anticuerpo del paso anterior, y la 
peroxidasa interacciona con el TMB dando lugar a una reacción colorimétrica. La reacción se 
detuvo con ácido sulfúrico 1 M y la absorbancia de la placa fue registrada en un 
espectrofotómetro Multiskan Plus a 450 nm. El rango de detección del ensayo es de 1.0 a 240 
pg/ml. Los resultados se expresaron como pg/5 x 104 células. 
8. ESTUDIOS DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 
8.1. Inmunofluorescencia de la subunidad p65 
Para la detección de p65, una subunidad del factor de transcripción NF-κB, las células se 
sembraron en placas desmontables de 8 pocillos a una densidad de 1.5×104 células/pocillo. Tras 
el tiempo de estimulación, los pocillos se lavaron 2 veces con PBS 1X pH 7.4 y a continuación las 
células se fijaron con paraformaldehído 4% durante 15 min a temperatura ambiente en 
oscuridad. Tras lavar nuevamente, se incubó con una solución de bloqueo (5% suero de cabra; 
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primario de ratón anti-p65 humano (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA; 1:25) durante 2 h a 
temperatura ambiente. Tras lavar 3 veces con PBS 1X, se procedió a la incubación con el 
anticuerpo secundario de cabra Alexa Fluor 488 anti-IgG de ratón (Life Technologies; 1:500) 
durante 1 h a temperatura ambiente. Tras lavar de nuevo, se incubaron las células con DAPI (10 
µg/ml, Sigma-Aldrich) para localizar los núcleos, y, tras un último lavado, se procedió al montaje 
del portaobjetos con Glicergel. Se tomaron imágenes de las preparaciones con un microscopio 
de fluorescencia Nikon Eclipse Ti a 10X. 
8.2. Extracción nuclear  
La extracción de proteínas nucleares se realizó a partir de sinoviocitos normales 
sembrados en placas de 6 pocillos a una densidad de 2.5×105 células/pocillo. Se utilizó para ello 
un kit comercial de extracción nuclear (Affymetrix, Santa Clara, CA) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. En primer lugar, las células se lavaron con PBS 1X frío y se añadió 1 
ml de tampón A (hipotónico) suplementado con ditiotreitol (DTT) e inhibidores de fosfatasas y 
proteasas a cada pocillo de placa de 6. Las placas se mantuvieron en agitación a 200 rpm 
durante 10 min rodeadas de hielo. En este paso, el tampón A provoca el aumento de volumen 
citoplasmático y la rotura de la membrana plasmática mientras mantiene la integridad de la 
membrana nuclear. La mezcla se recogió a tubos de centrífuga de 1.5 ml y se centrifugaron a 
14.000 x g durante 3 min a 4 °C. El precipitado obtenido, constituido por núcleos celulares, se 
incubó con 15 µl de tampón B suplementado también con DTT e inhibidores de proteasas y 
fosfatasas durante 1 h en hielo para lisar los núcleos y liberar las proteínas nucleares. Por último, 
las muestras se centrifugaron a 14.000 x g durante 5 min a 4 °C para eliminar los restos de 
membrana nuclear, que precipitan.  
Los extractos proteicos obtenidos se cuantificaron mediante una variante del método de 
Lowry (DC Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Pty, Ltd, Hercules, CA). Se realizó una curva 
patrón de 0 a 1.43 mg/ml de BSA y las muestras se diluyeron 1/3. A la curva patrón y a las 
muestras se le añadió 25 µl de solución alcalina de tartrato de cobre (reactivo A) y 200 µl de 
reactivo de Folin diluido (reactivo B). Tras una incubación de 15 min, la absorbancia de cada 
punto se midió con un espectrofotómetro a 750 nm. A la absorbancia de las muestras se le restó 
la absorbancia del reactivo solo en el que están resuspendidas. Las muestras se almacenaron a -
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8.3. Ensayo de retardo en gel  
El ensayo de retardo en gel, o EMSA por sus siglas en inglés (Elecrophoretic-Mobility Shift 
Assay), se realizó usando el kit de EMSA “Gel Shift” (Affymetrix) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante para detectar la capacidad de unión del factor de transcripción de los extractos 
nucleares a la sonda específica correspondiente biotinilada. Cuando las muestras proceden de 
sinoviocitos en donde el estímulo ha inducido la activación del factor de transcripción, éste se 
encuentra presente en el extracto nuclear. En este caso, en un gel de electroforesis, el complejo 
sonda-factor de transcripción migra más lento que la sonda libre, mostrando una banda 
retardada.  
Los extractos nucleares de las muestras (4 µg) se incubaron con 1 µl Poly d(I-C) (un 
competidor no específico de ADN), 2 µl de tampón de unión y se completó con agua destilada 
hasta 6 µl. Esta mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 5 min para permitir que 
tuviesen lugar las uniones no específicas a los fragmentos de Poly d(I-C). A continuación se 
añadió 1 µl de sonda biotinilada específica para la unión del factor de transcripción a estudio y 
se incubó durante 30 min a 15 °C en un termociclador.  
Las muestras se mezclaron con 1 µl de tampón de carga y se cargaron en un gel de 
poliacrilamida al 6% [500 µl tampón Tris/Borato/EDTA (TBE) 10X, 2 ml solución 
Acrilamida/Bisacrilamida 30% (Bio-Rad), 312 µl Glicerol 80% (Sigma), 7.2 ml agua destilada, 150 
µl persulfato amónico (Sigma), 10 µl N,N,N´,N´-Tetramelitetilenodiamina (Sigma)]. Cuando las 
muestras se cargaron en los pocillos, se realizó la electroforesis a 120 V durante 55 – 60 min 
(hasta que el frente llegó a aproximadamente 1 cm del final del gel) en TBE 0.5X a 4 °C.  
A continuación, entre 2 papeles absorbentes, se transfirió el gel a una membrana de 
nailon cargada positivamente con un tamaño de poro de 0.45 µm Hybond-N+ (GE Healthcare), 
todo previamente hidratado con TBE 0.5X. La transferencia se realizó con un sistema eléctrico de 
transferencia semi-seca (Trans-Blot, Bio-Rad) a 12 V durante 45 min. Los oligos se fijaron a la 
membrana en un UV-crosslinker Bio-Link (Vilber Lourmat, Paris, Francia) sometiendo la 
membrana a rayos ultravioletas durante 5 min.  
A continuación, la membrana se incubó con una solución de bloqueo durante 15 min en 
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marcaje, se realizaron 3 lavados de 8 minutos con tampón de lavado y se incubó con solución de 
revelado durante 5 min. Para el revelado de la membrana, ésta se puso en contacto con la 
solución sustrato durante 5 minutos y se reveló usando el sistema de imagen 
quimioluminiscente Las-3000 (Fujifilm, Stanford, CT). 
En la imagen se apreció una banda retardada en aquellos pocillos donde la muestra 
presentó activación del factor de transcripción. La intensidad de la banda está directamente 
relacionada con el grado de activación de dicho factor. La intensidad de la activación del factor 
de transcripción se determinó cuantitativamente densitometrando las bandas con el software 
ImageQuant 5.2 (GE Healthcare). 
Se realizaron controles de la especificidad de la unión mediante ensayos de competición 
con una sonda “fría” (no marcada) en 100 veces de exceso molar, de manera que se desplaza la 
unión de la sonda marcada. Como consecuencia, el ensayo de competición con sonda fría debe 
mostrar una “desaparición” de la banda respecto al mismo ensayo con sonda marcada.  
9. ANÁLISIS DE VIABILIDAD CELULAR 
La viabilidad celular en respuesta a los estímulos utilizados se determinó usando el kit 
comercial de muerte celular FITC-Anexina V/ioduro de propidio (IP) (Molecular Probes) 
siguiendo las instrucciones del fabricante.  
La fosfatidilserina es un fosfolípido que se localiza normalmente en la cara citosólica de 
la membrana plasmática en células vivas. Cuando se desencadena el proceso de apoptosis, la 
fosfatidilserina se trasloca a la cara externa de la membrana, quedando expuesta en la superficie 
celular y constituyendo una señal de reconocimiento para la fagocitosis. Este ensayo se basa en 
la utilización de la anexina V, una proteína de unión a fosfolípidos con gran afinidad por la 
fosfatidilserina. Cuando la anexina V se marca con un fluoróforo como FITC puede identificar las 
células apoptóticas mediante su unión a la fofatidilserina expuesta en su superficie.  
Los sinoviocitos (1.25×105 células/pocillo) se tripsinizaron, se lavaron con suero salino 
frío y se incubaron con anexina V (marcada con FITC) y con IP durante 15 min a temperatura 
ambiente en oscuridad. A continuación, las células se analizaron mediante citometría de flujo, 
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vivas presentan bajos niveles de fluorescencia, mientras que las células en proceso de apoptosis 
emiten fluorescencia verde (por la unión de anexina V) y las células muertas emiten tanto 
fluorescencia verde como roja (por ser permeables al IP). 
Como control positivo de inductor de apoptosis se utilizó la combinación de actinomicina 
D (1 µg/ml) + TNFα (10 ng/ml) (152, 153). 
10. ENSAYO DE FORMACIÓN DE TUBOS 
 El ensayo de formación de tubos se realizó para evaluar la capacidad de los sinoviocitos 
de producir mediadores con propiedades angiogénicas (IL-8, MCP-1, VEGF…). Un método para 
determinar esta capacidad es cuantificando la formación, por parte de células endoteliales, de 
tubos o estructuras tubulares similares a capilares. Las células endoteliales presentan de manera 
intrínseca una tendencia a la formación de estructuras tubulares trimdimensionales cuando se 
encuentran embebidas en una matriz. Sin embargo, la cantidad, longitud y calidad de los tubos 
formados dependerá de los estímulos angiogénicos presentes en el medio.  
10.1. Cultivo de células endoteliales 
 Para este ensayo se utilizaron células endoteliales humanas de arteria coronaria (Culture 
Collections, Public Health England, Salisbury, UK) que, tras su descongelación, se sembraron en 
frascos de cultivo de 75 cm2. Para una mejor adherencia y crecimiento de las células 
endoteliales, los frascos de cultivo fueron previamente gelatinizados. Para ello, los frascos vacíos 
se incubaron con gelatina 1% durante unos 10 min y, a continuación, ésta se retiró. Esta 
incubación confiere un sustrato de buena calidad en el frasco para el cultivo de las células 
endoteliales. A continuación, las células se sembraron a una densidad aproximada de 5×105 
células por frasco en medio de crecimiento de células endoteliales de arteria coronaria (Culture 
Collections), y se dejaron crecer cambiando el medio de cultivo cada 2 días. Cuando las células 
alcanzaron aproximadamente una confluencia del 80-90% se tripsinizaron hacia el siguiente pase 
o para el procedimiento experimental.  
10.2. Desarrollo del ensayo de formación de tubos 
 En primer lugar, los sinoviocitos se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 
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con los estímulos correspondientes durante 24 h y, transcurrido este tiempo, se recogieron los 
sobrenadantes a tubos pequeños de centrífuga en alícuotas de 500 µl. Los sobrenadantes se 
conservaron congelados a -80 °C hasta el momento del ensayo de formación de tubos.  
Para el ensayo de formación de tubos se usó una matriz en gel (Geltrex Reduced Growth 
Factor Basement Membrane Matrix, Invitrogen). La matriz se descongeló lentamente en hielo a 
4 °C durante toda la noche. En una placa de 24 pocillos, se añadieron 150 µl de la matriz líquida 
Geltrex a cada pocillo y la placa se incubó durante exactamente 30 min en la estufa a 37 °C para 
permitir la gelificación de la matriz. Durante este tiempo, las células endoteliales se tripsinizaron, 
se recogieron y se centrifugaron. Las células precipitadas se resuspendieron en solución salina, 
se determinó su concentración y se repartieron en tubos de centrífuga a una densidad de 5 x 104 
células por tubo. Tras otra centrifugación, se retiró el medio y se añadieron 400 µl de los 
sobrenadantes de sinoviocitos a testar a cada tubo. Una vez gelificada la matriz de los pocillos, 
se añadieron las células endoteliales resuspendidas en el sobrenadante obtenido de los 
sinoviocitos y se incubó en la estufa durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubación, las 
células endoteliales se observaron en un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti a 10X y se 
cuantificó la longitud de los tubos formados en 5 campos distintos por pocillo (en µm tubo/mm2) 























Para determinar la influencia de VEGF o IL-8 en los resultados obtenidos, se realizaron 
experimentos de neutralización. Para ello, antes de poner en contacto los sobrenadantes de 
sinoviocitos con las células endoteliales, éstos se incubaron con 1 µg de anti-VEGF (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Dallas, TX) o 0.02 µg de anti-IL-8 (Invitrogen) durante 1 h a 37 °C. Como 
control, otros sobrenadantes se incubaron con la misma concentración de IgG no específica en 
las mismas condiciones. A continuación, se llevó a cabo el ensayo de formación de tubos 
normalmente.  
11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados se expresaron como la media ± error estándar de la media (EEM). Los 
datos fueron analizados utilizando el programa estadístico GraphPad PRISM versión 5 (GraphPad 
Software, San Diego, CA), realizándose análisis para muestras dependientes. Para 
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comparaciones dos a dos se utilizó el test de Wilcoxon, mientras que para comparaciones 
múltiples se realizó un ANOVA seguido del test post-hoc de Friedman. Las diferencias fueron 
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B. Estudio del papel de Nrf2 en la capacidad de angiogénesis en 
células endoteliales de arteria coronaria humanas en cultivo 
 
1. CULTIVO CELULAR 
Las células endoteliales de la arteria coronaria (CEACs) humanas primarias (obtenidas de 
Cell Applications, Inc., San Diego, CA) se cultivaron en frascos de cultivo de 75 cm2 revestidos con 
colágeno para mejorar su adherencia y crecimiento. Para su mantenimiento y crecimiento se 
utilizó el medio de cultivo celular MesoEndo (Cell Applications), suplementado con 10% de SBF. 
En función de los experimentos, las células se incubaron en medio Opti-MEM o 200PRF sin rojo 
fenol (Life Technologies). 
En los experimentos, se utilizaron factores proangiogénicos recombinantes humanos 
para estimular las propiedades angiogénicas de las células endoteliales: factor de crecimiento 
endotelial vascular (VEGF; 100 ng/ml) y factor de crecimiento insulínico (IGF-1; 500 ng/ml) (R&D 
Systems, Minneapolis, MN).  
2. SILENCIAMIENTO DE NRF2 Y SOBREEXPRESIÓN DE KEAP1 
2.1. Vectores para la inhibición de Nrf2 
Para inhibir la ruta de señalización de Nrf2 se transfectaron las células con plásmidos pRS 
(plásmido silenciador retroviral) codificantes para un ARN de horquilla corto (ARNhc) que 
silencia la expresión de Nrf2 (Origene, Rockville, MD). Se utilizaron 4 construcciones diferentes 
del ARNhc que hibridan en distintas regiones de múltiples variantes de splicing alternativo del 
ARNm de Nrf2, para asegurar la máxima inhibición de éste.  
Como control, se utilizó un plásmido sin capacidad de inhibir ninguna ruta. En lugar de la 
secuencia diana, este plásmido presenta una secuencia control (SC) aleatoria, no 
complementario a ningún transcrito conocido ni codificante para ninguna proteína.  
Además, como manera adicional de inhibir la actividad de Nrf2, se utilizó un plásmido 
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aumento de la transcripción y síntesis de la proteína inhibidora Keap1, lo que a su vez se refleja 
en una inhibición de la actividad de Nrf2. 
En la Figura 18 se muestra el esquema del plásmido utilizado como vector. 
 
 
Los ARN de horquilla cortos, al transcribirse, se pliegan en forma de horquilla debido a 
apareamientos intracatenarios que contienen segmentos de complementariedad imperfecta 
que forman un bucle. Están constituidos por aproximadamente 70 nucleótidos, pero cuando son 
procesados por la enzima endorribonucleasa Dicer se elimina el bucle y el ARN interferente 
pequeño (ARNip) resultante se une al complejo RISC (complejo silenciador inducido por ARN), de 
donde se libera un fragmento monocatenario de 29 nucleótidos, que será el responsable de la 
unión al ARNm complementario para su silenciamiento (Figura 19).  
 
Figura 18: Mapa génico del vector plasmídico utilizado en el silenciamiento de Nrf2. El 
plásmido pRS presenta un inserto de una secuencia de 29 nucleótidos específica de Nrf2 
corriente abajo del promotor U6, un bucle de 7 nucleótidos y la secuencia de 29 nucleótidos 
complementaria en la posición reversa, seguida por una secuencia de terminación. Además, 
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2.2. Clonaje, amplificación y purificación de los plásmidos 
2.2.1. Transformación 
Como paso previo a la utilización de los plásmidos adquiridos para el silenciamiento de 
Nrf2, éstos debieron de ser amplificados en células competentes. Para ello, en primer lugar se 
realizó la transformación bacteriana en células competentes E. coli TOP10. Para ello, 1 µg del 
Figura 19: Mecanismo de acción del ARNhc de Nrf2. El ADN plasmídico con la secuencia codificante para 
ARN de horquilla corto (ARNhc) dirigido a Nrf2 se incorpora a la célula mediante transfección. Una vez en el 
núcleo, la polimerasa III se une a su promotor U6 y realiza la transcripción del ARNhc, que da lugar a un 
transcrito que adopta forma de horquilla. A continuación, el ARNhc es exportado al citoplasma donde es 
escindido por la endorribonucleasa Dicer, que elimina el bucle dando lugar a un ARN interferente pequeño 
(ARNip) bicatenario. Este ARNip se une a RISC (complejo silenciador inducido por ARN), que degrada una de 
las cadenas. La otra cadena de ARNip guía al complejo RISC hasta el ARNm diana de Nrf2, que presenta una 
secuencia complementaria. La unión de RISC al ARNm diana provoca la degradación de éste o, en caso de 
una complementariedad imperfecta, a la represión de la traducción, dando lugar en cualquier caso al 
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plásmido de interés se mezcló cuidadosamente en un vial de 50 µl de células TOP10 
competentes (Invitrogen) y se incubaron en hielo durante 30 min. A continuación, para que el 
ADN entre en la célula, se aplicó un choque térmico introduciendo el tubo en un baño a 42 °C 
durante 30 s e inmediatamente se introdujo en hielo durante 2 min. Después se le añadieron 
500 µl de medio de cultivo bacteriano LB Miller autoclavado, en adelante LB (las siglas LB 
proceden de Lysogeny Broth). Los tubos se dejaron en un agitador a 37 °C durante 30 min y a 
continuación se sembraron entre 100 µl - 300 µl de este medio en distintas placas de cultivo 
bacteriano de LB-agar (Sigma) complementado con ampicilina (Amp). Tras una breve incubación 
de 5 - 10 min a temperatura ambiente, las placas se incubaron invertidas a 37 °C durante la 
noche.  




5 g/l de extracto de levadura 
10 g/l de NaCl  
10 g/l de triptona 
*Autoclavar* 
50 µg/ml Amp 
LB-agar 
5 g/l de extracto de levadura 
10 g/l de NaCl  
10 g/l de triptona 
15 g/l agar 
* Autoclavar* 
50 µg/ml Amp 
 
2.2.2. Amplificación 
Al día siguiente, de las placas en donde existían colonias aisladas (y no un césped 
bacteriano) se recuperó una única colonia que se inoculó en un matraz pequeño con 10 ml de LB 
+ Amp y de nuevo este cultivo se incubó en un agitador a 37 °C y 200 rpm durante toda la noche. 
Tras la incubación, este cultivo iniciador (o inóculo inicial) se añadió a un matraz más grande con 
700 ml de LB + Amp y se devolvió al agitador a 37 °C y 200 rpm hasta que la densidad óptica (λ = 
600 nm) del cultivo llegó a 0.7 - 0.9 (aproximadamente 4 - 5 h en función del crecimiento del 
inóculo inicial). En este momento, se añadió cloranfenicol (90 µg/ml en etanol 100%; Sigma) al 
cultivo para aumentar el rendimiento de la amplificación de los plásmidos, ya que este 
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por lo que se detiene la multiplicación bacteriana pero continúa la replicación del plásmido. A 
continuación, se dejó incubando toda la noche. Por último, se transfirió todo el medio de cultivo 
a frascos grandes de centrífuga para recuperar las células, y se centrifugó a 4000 rpm durante 25 
min a 4 °C.  
2.2.3. Preparación del plásmido a gran escala mediante lisis alcalina 
Para la recuperación del plásmido, el precipitado de células se resuspendió en primer 
lugar en 30 ml de tampón STE pH 7.8 frío (NaCl 100 mM, Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM) y se 
transfirió a frascos de centrífuga de 250 ml. Usando el rotor Sorvall SL-250T (Thermo Scientific), 
se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C. A continuación, las células se resuspendieron 
e incubaron durante 5 – 10 min a temperatura ambiente en 10 ml de solución A pH 8.0 (glucosa 
50 mM, Tris-Cl 25 mM, EDTA 10 mM). El EDTA es un quelante de metales divalentes, 
especialmente magnesio y calcio, de manera que desestabiliza la membrana celular. Además, 
inhibe la acción de las ADNasas. La glucosa, por su parte, se usa para mantener la osmolaridad. 
En el momento de usar, a esta solución, además, se le añade 1.5 ml de lisozima (10 mg/ml), que 
ayudará a romper la pared bacteriana. Tras la incubación, se añadieron 20 ml de solución B, una 
solución de lisis altamente alcalina compuesta por NaOH 0.2 N y SDS (dodecilsulfato sódico) 1%, 
se agitó la mezcla mediante inversión y se incubó en hielo durante 20 min. En esta etapa, el SDS 
permeabiliza la membrana celular y el NaOH desnaturaliza el ADN cromosómico y las proteínas 
mientras que el plásmido permanece estable. A continuación, se añadieron 20 ml de solución C 
(acetato potásico 3M con ácido acético glacial), se agitaron las muestras y se realizó otra 
incubación en hielo de 20 min. El ADN cromosómico, pesado y desnaturalizado, es insoluble en 
altas concentraciones de sal y precipita. Tras la incubación, los frascos se centrifugaron a 10000 
rpm durante 10 min a 4 °C, se recogió el sobrenadante, que contiene el ADN plasmídico, a 
nuevos frascos de centrífuga de 250 ml y se repitió el paso de centrifugación. De nuevo, se 
recuperaron los sobrenadantes a nuevos frascos de 250 ml. Se precipitó el ADN añadiendo un 
volumen de isopropanol equivalente al 60% del volumen recuperado. La precipitación se realizó 
a -20 °C durante aproximadamente 2 h. A continuación, las muestras se centrifugaron a 10000 
rpm durante 20 min y el ADN precipitado se lavó con 10 ml de etanol 70%, que elimina los restos 
de sales y permite disolver el ADN con mayor facilidad. Tras una centrifugación de 10 min a 
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transfirió a tubos de centrífuga de 50 ml. Para obtener una mayor pureza, se realizó una 
desproteinización del ADN mediante extracción fenólica. Para ello, en primer lugar se añadieron 
6 ml de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). La mezcla se agitó hasta conseguir una 
emulsión y se centrifugó a 9000 rpm durante 10 min para que se separase la fase acuosa de la 
orgánica. La fase acuosa superior se recogió a un tubo nuevo y se le añadieron 3 ml de 
cloroformo, mezclando por inversión. Se repitió la centrifugación y de nuevo se recuperó la fase 
acuosa superior a un nuevo tubo. Por último, se precipitó el ADN añadiendo 0.1 volúmenes de 
acetato de sodio 3 M y 2.5 volúmenes de etanol 100%. La precipitación tuvo lugar durante al 
menos 60 min (preferiblemente toda la noche) a -20 °C y, transcurrido ese tiempo, las muestras 
se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 min a 4 °C. El ADN precipitado obtenido se 
resuspendió en 500 µl de TE 1X y se guardó a -20 °C en tubos de 1.5 ml. 
 
Tabla 4: Composición de las soluciones necesarias en el proceso de preparación de plásmido. 
 
SOLUCIÓN COMPOSICIÓN PREPARACIÓN  
Tampón STE 
100 mM NaCl 
10 mM Tris-Cl pH 7.8 
1 mM EDTA 
10 ml NaCl 5 M 
5 ml Tris-Cl pH 7.8 1 M 
1 ml EDTA 0.5 M 
H2O hasta 500 ml 
Solución A 
50 mM Glucosa  
25 mM Tris-Cl pH 8.0 
10 mM EDTA  
23 ml Glucosa 20% 
12.5 ml Tris-HCl pH 8.0 1 M 
10 ml EDTA 0.5 M 
H2O hasta 500 ml 
Solución B 
NaOH 0.2 N  
SDS 1% 
0.5 ml NaOH 10 M 
2.5 ml SDS 20% 
H2O hasta 50 ml 
Solución C 
3 M acetato potásico 
2 M ácido acético glacial  
443 ml acetato potásico 3.4 M 
57 ml ácido acético glacial 17.5 M 
TE 1X 
10 mM Tris-Cl pH 7.5 
1 mM EDTA 
5 ml Tris-Cl pH 7.5 1 M 
1 ml EDTA 0.5 M 
H2O hasta 500 ml 
 
2.2.4. Purificación del plásmido mediante bromuro de etidio en un gradiente 
de cloruro de cesio 
En un tubo OptiSeal (Beckman Coulter, Brea, CA) de ultracentrífuga se introdujeron los 
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(CsCl) en TE a una concentración de 1.1 g CsCl/ml TE 1X hasta casi completar el tubo. Después, se 
añadieron 75 µl de bromuro de etidio (BrEt; 10 mg/ml), un agente que se intercala entre las 
bases de ADN, y se continuó añadiendo CsCl hasta llenar el tubo por completo. Con una balanza 
de precisión, se calibraron los pesos de cada tubo para que los contrapesos fuesen exactos al 
centrifugar varias muestras, se sellaron y se colocaron en un rotor Type 70 Ti (Beckman Coulter). 
A continuación, las muestras se centrifugaron a 65000 rpm durante 15 h en una ultracentrífuga 
Beckman Coulter Optima L-100 XP (Beckman Coulter). Finalizada la centrifugación, en el tubo se 
observan dos bandas separadas de ADN cromosómico (superior) y plasmídico (inferior), como se 
muestra en la figura 20. 








Para aislar la banda de ADN plasmídico, se realizó en primer lugar un agujero en la parte 
superior del tubo con una aguja 20G para eliminar el vacío. A continuación, con una jeringa con 
una aguja 18G se pinchó inmediatamente debajo de la banda de ADN plasmídico y se aspiró 
hasta recuperarla por completo, sin llegar a tomar restos de ADN cromosómico. 
 Tras recuperar la banda de plásmido a un nuevo tubo de polipropileno de fondo 
redondo, comienza el proceso de eliminación del BrEt y del CsCl. En primer lugar, se eliminó el 
BrEt mediante lavados con butanol. Para ello se añadió a la muestra de ADN el mismo volumen 
de butanol y se agitó mediante inversión. Transcurridos unos minutos se forman 2 fases y el BrEt 
se desecha con la fase superior de butanol, que adquiere un tono rosado. Este procedimiento se 
Figura 20: Purificación del ADN plasmídico mediante 
marcaje con BrEt en un gradiente de CsCl. En las 
imágenes se observa la separación de las bandas de 
ADN cromosómico y plasmídico tras la centrifugación. 
De esta manera, se puede recuperar el plásmido 
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repitió 5 veces, hasta que la solución se hizo incolora, lo que indica que el BrEt ha sido eliminado 
de la muestra. A continuación, se realizó un proceso de diálisis para eliminar de la muestra de 
ADN el CsCl. En primer lugar, la membrana de diálisis se hidrató en agua bidestilada durante 20 
min y se montaron con ellas los casetes de diálisis. Las muestras se pipetearon a dichos casetes, 
se cerraron herméticamente y éstos se introdujeron en un vaso de precipitados de 2 L con 
tampón de diálisis (1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, H2O). El proceso de diálisis se 
realizó a 4 °C con agitación magnética durante 3 h renovando el tampón de diálisis una vez 
transcurrida la mitad del tiempo. Al finalizar, las muestras se recogieron y se transfirieron a 
tubos nuevos.  
 Por último, para precipitar de nuevo el ADN se añadieron 0.1 volúmenes de acetato de 
sodio 3 M y 2.5 volúmenes de etanol 100% y se dejaron a -20 °C durante la noche. Finalmente, 
las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 min a 4 °C y el ADN plasmídico obtenido 
se resuspendió en 100 µl de TE 1X para su cuantificación con NanoDrop ND 1000 y posterior 
utilización. 
2.3. Transfección de los plásmidos 
La transfección de los vectores en las células endoteliales de realizó mediante 
electroporación, utilizando el aparato Amaxa Nucleofector (Amaxa, Gaithersburg, MD) junto con 
el kit de transfección de la misma casa comercial. La electroporación consiste en la aplicación de 
un campo eléctrico a una solución celular que provoca un aumento transitorio de la 
conductividad eléctrica y de la permeabilidad de la membrana. Cuando las células son 
electroporadas, se forman poros en su membrana durante milisegundos que permiten la 
incorporación del ADN presente en el medio que las rodea.  
Se utilizaron células en un punto de confluencia aproximado del 70%. Una vez 
tripsinizadas, las células se lavaron con medio sin SBF (OptiMEM) para que los restos de éste no 
interfiriesen en el proceso de transfección. A continuación, las células endoteliales se 
resuspendieron en la solución comercial de transfección a razón de 5×105 células por cada 100 µl 
de solución, cantidad que posteriormente es transferida a cada cubeta de transfección para el 
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Junto con la solución de transfección en donde las células se encuentran resuspendidas, 
se añaden los plásmidos correspondientes. Para el silenciamiento de Nrf2 se utilizaron 4 
construcciones diferentes de ARNhc insertadas en plásmidos distintos y se añadió 0.5 µl de cada 
una por cada 100 µl de solución, de manera que la cantidad total de plásmido en cada muestra 
fue de 5 µg. En el caso de la sobreexpresión de Keap1, se utilizó un plásmido codificante para 
ADNc de Keap1 a una concentración de 2 µl/cubeta (2.6 µg totales). Por último, para asegurar 
que los efectos en las células endoteliales son debidos a la inhibición de la ruta de Nrf2 y no al 
proceso de transfección, se utilizó como control el mismo plásmido con una secuencia control 
(SC) aleatoria, no complementario a ningún transcrito conocido.  
La cubeta se introdujo en el Amaxa Nucleofector (Figura 21) y se seleccionó el programa 
de electroporación configurado para las células endoteliales de arteria coronaria (S-005). Tras la 
electroporación, se añadieron inmediatamente a las células 500 µl de medio con suero 
(MesoEndo) atemperado. A continuación, las muestras se transfirieron a nuevos frascos de 
cultivo o a las placas correspondientes en función de los experimentos a realizar.   
 
Para comprobar la eficiencia de la transfección se utilizó un plásmido con el gen 
codificante para la proteína fluorescente verde. El número de células positivas para ésta 
(cuantificadas mediante citometría de flujo a las 24h de la transfección) reflejó una eficiencia de 
Figura 21: Sistema de electroporación Amaxa Nucleofector. La transfección celular se 
realizó mediante electroporación. Las células endoteliales, inmersas en solución de 
transfección específica, se introducen en las cubetas revestidas de aluminio. El 
electroporador presenta un programa adecuado a distintos tipos celulares en cuanto a 
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transfección de aproximadamente el 65% (es decir, aproximadamente el 65% de las células 
adquieren de manera efectiva el vector). 
3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE NRF2 MEDIANTE ENSAYO DE GEN REPORTERO 
Cuando Nrf2 se activa, se trasloca al núcleo, en donde se une a la secuencia ARE para 
inducir la transcripción de genes antioxidantes y detoxificantes de fase II.  
En este ensayo se transfectaron las células con una mezcla de 2 tipos de construcciones 
en proporción 40:1, respectivamente: una constituida por el gen reportero de la luciferasa de 
luciérnaga bajo el control de un promotor basal (caja TATA) unido a repeticiones en tándem del 
elemento de respuesta transcripcional específico del experimento (secuencias ARE, en este caso: 
TCACAGTGACTCAGCAAAATT ); y una segunda construcción de expresión constitutiva que 
codifica para el gen reportero de la luciferasa de Renilla bajo el control del 
promotor/potenciador del citomegalovirus (CMV), que ejerce de control interno para la 
normalización de la eficiencia de transfección y de la viabilidad celular (SA Biosciences, Frederick, 
MD).  
Ambas luciferasas son buenos genes reporteros ya que catalizan reacciones 
luminiscentes, por lo que su cuantificación resulta fácil y eficaz. Además, no necesitan ningún 
procesamiento post-transcripcional para realizar su actividad enzimática, por lo que ejercen su 




Figura 22: Representación esquemática de las construcciones usadas en el ensayo de gen reportero. Las 
células endoteliales se transfectaron con una mezcla 40:1 de las construcciones 1 y 2, respectivamente. La 
construcción 1 consta de repeticiones en tándem de la secuencia de unión del factor de transcripción 
inducible Nrf2 (secuencia ARE) corriente arriba del gen de la luciferasa de luciérnaga. La construcción 2, 
utilizada para control interno, consta del promotor de transcripción temprana del CMV que provoca que la 
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La transfección con la mezcla de ambos plásmidos (2 µg/cubeta) se realizó siguiendo el 
protocolo habitual utilizando el sistema de electroporación Amaxa Nucleofector. Tras la 
transfección de la mezcla de las 2 construcciones, las células se sembraron en placas blancas de 
96 pocillos de cultivo celular (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) aptas para ensayos 
de luminiscencia y se incubaron durante 24 h en medio completo. A continuación, las células se 
lavaron y se estimularon en medio Opti-MEM durante 3 h con los estímulos correspondientes. 
Transcurrido el tiempo de incubación con los estímulos, se eliminó el sobrenadante de los 
pocillos y se lavaron con PBS 1X. Después se lisaron las células añadiendo 50 µl de tampón de 
lisis (ver Tabla 5) a cada pocillo e incubando la placa durante 15 min en un agitador.  
 
Tabla 5: Composición del tampón de lisis celular. 
Tampón de lisis celular (1X) 
25 mM Tris-fosfato (pH 7.8) 
2 mM DTT 
2 mM 1,2-diaminociclohexano-N,N,N´,N´-ácido tetraacético 
10% glicerol 
1% Triton X-100 
 
Por último, la actividad de las luciferasas de luciérnaga y Renilla se determinó utilizando 
el kit Dual Luciferase Reporter Assay (Promega) con un lector de placas Tecan Infinite M200 
(Tecan, Research Triangle Park, NC). Los inyectores del lector de placas añadieron 50 µl del 
sustrato de la luciferasa de luciérnaga en cada pocillo y se registró la luminiscencia emitida 
durante 10 s. A continuación, el segundo inyector añadió 50 µl del segundo reactivo, que detiene 
la reacción de la luciferasa de luciérnaga al mismo tiempo que activa la reacción luminiscente de 
la luciferasa de Renilla al proporcionar su sustrato y, de nuevo, se registró la luminiscencia 
emitida por la segunda luciferasa en cada pocillo durante 10 s. La actividad transcripcional de 
Nrf2 en respuesta a los estímulos se cuantificó en función de la luminiscencia emitida por la 
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4. ENSAYOS DE ANGIOGÉNESIS 
4.1. Valoración de la migración celular  
La migración de las células endoteliales hacia el foco del estímulo angiogénico es uno de 
los primeros pasos en el proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos. Para valorar la 
capacidad de migración de las células endoteliales se realizó un ensayo de “cierre de herida” 
(wound-healing), que consiste en infligir una agresión en un punto del césped celular (similar a 
causar una herida) y monitorizar el tiempo necesario para que las células intactas de alrededor 
migren hasta la zona de la herida y la vuelvan a cubrir (similar al proceso de cierre o cicatrización 
de una herida). Se utilizó, para ello, el sistema de detección de impedancia eléctrica célula-
sustrato o ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing) (Applied Biophysics, Troy, NY), que 
permite evaluar las propiedades morfológicas y funcionales de un sistema celular. Este sistema 
se basa en el crecimiento de células adherentes sobre un pocillo con microelectrodos de oro, 
que se emplean para realizar mediciones eléctricas. Se trata de una técnica no invasiva, ya que 
los voltajes utilizados para realizar las mediciones son muy bajos, por lo que los cambios 
registrados se deben atribuir tan sólo a factores externos al sistema de medición.  
Para este ensayo se utilizaron placas chamber especiales de 8 pocillos (ECIS 8W1E) como 
la de la Figura 23. En cada pocillo existe un electrodo auxiliar o contraelectrodo, en el centro del 





Figura 23: Imagen de una placa ECIS 8W1E. Las placas ECIS 8W1E (8 Wells, 1 Electrode) 
contienen 8 pocillos de aproximadamente 0.8 cm
2
 que admiten un máximo de 500 µl. Cada 
pocillo contiene un electrodo activo de 250 µm de diámetro recubierto con una película de oro y 
rodeado por un electrodo auxiliar. A su alrededor, el pocillo está recubierto de una película 
aislante. Cada electrodo de la placa está comunicado con la estación mediante conectores de oro 
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Las placas ECIS 8W1E se conectan a la fuente del sistema ECIS como se muestra en la 
Figura 24. Las células están sembradas formando una monocapa sobre el electrodo, de modo 
que la resistencia al paso de la corriente eléctrica es alta. Cuando se produce una lesión, por 
medio de una descarga eléctrica letal que elimina las células adheridas al electrodo activo, la 
resistencia al paso de la corriente se desploma. A medida que las células adyacentes al sitio de 







Para estudiar la capacidad de migración en las células endoteliales humanas de arteria 
coronaria en cultivo cuando presentan una disfunción del sistema Nrf2, se transfectaron en 
primer lugar las células siguiendo el protocolo habitual. A continuación, se sembraron en las 
placas ECIS 8W1E a razón de 2.5×105 células/pocillo usando un volumen de 500 µl de medio 
completo por pocillo y se colocaron en la estación de 16 pocillos en la estufa. Tras 24 h, cuando 
la inhibición de Nrf2 alcanza su punto máximo, el medio completo se cambió por medio sin 
suero y, tras 1 h de estabilización, se aplicó un campo eléctrico elevado de 5 mA durante 20 s a 
Figura 24: Componentes del sistema ECIS. El sistema ECIS combina varios módulos para transmitir la 
corriente eléctrica de la fuente a las células presentes en cada pocillo de las placas. Dos placas ECIS 8W1E se 
insertan en una “estación de 16 pocillos” que puede introducirse a su vez en la estufa de cultivos para 
mantener a las células en el ambiente adecuado. La estación de 16 pocillos está conectada a la fuente, de 
manera que funciona como el transmisor de la corriente eléctrica entre las placas y la fuente. La fuente, a su 
vez, está conectada a un ordenador que monitoriza las variaciones en la resistencia eléctrica debido a 
cambios en el estado de las células. Mediante el software instalado se pueden seguir las medidas de 
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60 kHz (herida), que causó la muerte y el desprendimiento de las células presentes en el 
electrodo activo. A continuación, las células se trataron con VEGF (100 ng/ml) y se continuó la 
monitorización durante 24 h (medidas cada 160 s a 4000 Hz). La tasa de migración, expresada 
como micrómetros por hora (µm/h), se calculó a partir del tiempo que necesitaron las células de 
cada grupo experimental para alcanzar el 50% de la máxima confluencia (o, lo que es lo mismo, 
de la máxima resistencia). Para alcanzar la máxima confluencia, las células de alrededor de la 
circunferencia marcada por el electrodo activo tendrán que recorrer una distancia igual al radio 
de éste (125 µm). Por ello, el tiempo en alcanzar el 50% de la máxima confluencia es el tiempo 
necesario para recorrer 62.5 µm. 
4.2. Ensayo de proliferación celular 
La proliferación de las células endoteliales es un paso necesario en el proceso de 
angiogénesis para proporcionar células que formen el nuevo vaso. Para valorar la capacidad 
proliferativa de las células endoteliales en cultivo transfectadas con SC, ARNhc de Nrf2 o ADNc 
de Keap1 se utilizó el kit CellGrowth basado en citometría de flujo (Guava Technologies, Inc., 
Hayward, CA).  
En primer lugar, las células endoteliales de arteria coronaria humanas se tripsinizaron, se 
resuspendieron en Optim-MEM y se realizó el contaje. La cantidad deseada de células se 
resuspendió en una solución de PBS pH 7.4 + 0.1% de BSA de manera que la concentración final 
fuese de 2.5×107 células/ml. A continuación, la suspensión celular se incubó con el fluoróforo 
CFDA-SE (CarboxyFluorescein DiAcetate Succinimidyl Ester) (16 µM) durante 15 min a 37 °C. El 
CFDA-SE difunde dentro de las células y es escindido por esterasas intracelulares para formar un 
producto amino-reactivo que emite una fluorescencia detectable y se une covalentemente a 
residuos intracelulares de lisina y otras fuentes de grupos amino. Este fluoróforo se divide 
equitativamente entre las células hijas, por lo que cuando una célula se divide, las células hijas 
presentan un concentración de CFDA-SE de aproximadamente el 50% de la célula original. De 
este modo, se observa una correlación inversa entre la intensidad de fluorescencia y la 
capacidad proliferativa de las células.  
Tras la incubación, el fluoróforo no unido dentro de la célula, se inactivó con una 
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ambiente. Después de 3 lavados con Opti-MEM (medio sin suero) se procedió a la transfección 
de las células con los vectores correspondientes. Tras la transfección, las células se sembraron 
en placas de 96 pocillos a una densidad aproximada de 2×104 células/pocillo y se incubaron 
durante 24 h con los factores angiogénicos VEGF o IGF-1.  
Tras la incubación, las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS pH 7.4 y se incubaron 
en PBS con 5 µl de una solución de IP durante 5 min a temperatura ambiente en la oscuridad. 
Este marcaje es necesario para poder excluir las células muertas del análisis, ya que sólo las 
células muertas son permeables al IP. Por último, la intensidad de fluorescencia de las células 
fue detectada mediante un citómetro de flujo (Guava EasyCyte; Millipore, Billerica, MA), usando 
el canal PM3 para detectar la fluorescencia verde del CFDA-SE y PM2 para la detección de la 
fluorescencia roja del IP. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de intensidad de 
fluorescencia. 
4.3. Ensayos de adhesión celular 
Los ensayos de adhesión celular se llevaron a cabo en placas de cultivo celular de 
poliestireno, de 96 pocillos, negras y de fondo plano transparente, aptas para medida de 
fluorescencia (Nunc). En primer lugar, los pocillos de dichas placas se revistieron con 50 µl de 
soluciones de diferentes proteínas comunes en la composición de la matriz extracelular: 
vitronectina (1.6 µg/ml), colágeno (50 µg/ml) y laminina (50 µg/ml). Como control negativo se 
recubrieron pocillos con BSA (12 µg/ml). Las placas se incubaron en una estufa a 37 °C durante 1 
h para asegurar un correcto revestimiento de los pocillos antes de realizar el experimento. A 
continuación, las células transfectadas 24 h atrás, se tripsinizaron, se lavaron en Opti-MEM y se 
sembraron en los pocillos revestidos a razón de 104 células/pocillo). Las células se estimularon y 
se incubaron en una estufa de cultivo celular a 37 °C y 5% CO2 durante 3 h para permitir la 
adhesión celular a las proteínas presentes en el revestimiento de los pocillos. Transcurrido el 
tiempo de incubación, el medio junto con las células no adheridas se eliminó de los pocillos y 
éstos se lavaron cuidadosamente 3 veces con 200 µl de PBS atemperado. A continuación, se 
cuantificó el ratio de las células restantes adheridas a los pocillos incubándolas con el fluoróforo 
CyQuant (Invitrogen) durante 1 h a 37 °C. Cuando se une a los ácidos nucleicos, este compuesto 
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registrada en el lector de placas Tecan Infinite M200 y corregida con la fluorescencia de fondo. El 
valor de fluorescencia del control negativo con BSA se restó de cada condición experimental. 
Como medida adicional de la capacidad de adhesión de las células endoteliales al 
colágeno, se utilizó de nuevo el sistema ECIS. Las células se sembraron en placas ECIS 8W1E, 
previamente revestidas con colágeno, a una densidad de 2.5×105 células/pocillo y se 
estimularon. En esta ocasión se monitorizaron los cambios en la capacitancia (a 60 kHz). La 
capacitancia es una medida de la capacidad del electrodo de almacenar la carga eléctrica. Así, 
cuando no hay células adheridas al electrodo activo, la capacitancia es del 100%. Sin embargo, a 
medida que las células se adhieren al electrodo, la corriente eléctrica fluye a través de ellas y se 
dispersa, lo que provoca la disminución progresiva de la capacitancia hasta llegar a su nivel 
mínimo cuando la adhesión es del 100%. Como medida de la capacidad de adhesión en los 
grupos experimentales, se valoró el tiempo necesario para alcanzar el 50% de la adhesión (t50), 
es decir, el tiempo transcurrido hasta que el 50% del electrodo estuvo cubierto.  
4.4. Ensayo de formación de tubos 
Una de las pruebas más sólidas para estudiar la formación de vasos tridimensionales es 
el conocido como ensayo de formación de tubos. Éste se basa en la capacidad de las células 
endoteliales de formar estructuras tridimensionales tubulares cuando se encuentran embebidas 
en una matriz. Para ello, las células endoteliales a estudio se sembraron en la matriz gelificada 
Geltrex (Geltrex Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix, Invitrogen), una matriz 
elaborada con componentes de la membrana basal.  
En primer lugar, las células transfectadas 24 h atrás se tripsinizaron y se lavaron en 
medio Opti-MEM y se resuspendieron en medio 200PRF sin rojo fenol (Life Technologies) a una 
densidad de 12.5×104 células/ml. A la suspensión de células se le añadieron en este momento 
los estímulos correspondientes.  
Por otra parte, se preparó la placa en la que se cultivarán las células (placas de cultivo de 
24 pocillos) con la matriz. En la placa de 24 pocillos se depositaron 150 µl de la matriz Geltrex 
(descongelada durante la noche en un baño de hielo a 4 °C) en cada pocillo. Una vez preparados 
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incubación de la matriz de más de 30 min provocaría que las células creciesen en monocapa en 
mayor medida que en estructuras tridimensionales.  
Inmediatamente después de la incubación, 400 µl de la suspensión celular (5×104 
células) se añadieron cuidadosamente a cada pocillo, en contacto con la matriz recién gelificada. 
La placa se incubó toda la noche en una estufa de cultivo a 37 °C con un 5% de CO2. 
Transcurridas 24 h de incubación, se tomaron imágenes de cada pocillo usando un 
microscopio Nikon Eclipse Ti equipado con un objetivo de contraste de fases de 10X. El nivel de 
formación de tubos en cada condición se cuantificó midiendo la longitud total de tubo formado 
en las imágenes tomadas en cada de uno de 5 campos aleatorios por pocillo usando el programa 
NIS-Elements (Nikon Instruments Inc.). La media de la longitud total de tubos por área de la 
imagen (µm2 tubo/ mm2) fue calculada para cada pocillo.  
5. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LAS CASPASAS-3/7 
Para determinar cambios en la viabilidad celular o en la sensibilidad a agentes inductores 
de apoptosis en células endoteliales, se evaluó la actividad de las caspasas efectoras caspasa-3 y 
caspasa-7 usando el kit comercial luminiscente Caspase-Glo 3/7 (Promega, Madison, WI). 
En primer lugar, las células fueron transfectadas con los plásmidos correspondientes e 
inmediatamente sembradas en placas de 96 pocillos blancas y de fondo plano transparente 
(Nunc), adecuadas para medidas de luminiscencia. Las células se sembraron a una densidad 
aproximada de 2×104 células/pocillo y se incubaron durante 18 h en presencia de los estímulos 
proapoptóticos mostrados en la tabla 5. 
Tabla 6: Estímulos apoptóticos utilizados para medir actividad de caspasas 3/7. 
ESTÍMULO PROAPOPTÓTICO CONCENTRACIÓN  
Peróxido de hidrógeno (H2O2) 
3 µM 
10 µM 
Glucosa 30 mM 




A continuación, se añadió en cada pocillo el mismo volumen del reactivo Caspase-Glo 
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las células y además contiene el sustrato DEVD-aminoluciferina junto con la enzima 
termoestable luciferasa. Las caspasas activadas en las muestras reconocen la secuencia 
aminoacídica DEVD (Asp-Glu-Val-Asp), donde realizan el corte proteolítico, liberándose así el 
sustrato luminógeno aminoluciferina. Cuando la luciferasa reacciona con la aminoluciferina, se 
genera una señal luminiscente directamente proporcional a la actividad de las caspasas 3/7. El 
pico de señal luminiscente se alcanza tras una incubación de aproximadamente 45 min a 
temperatura ambiente, momento en el que se utilizó un lector de placas de luminiscencia Tecan 
Infinite M200 para determinar la intensidad de la señal del pico de luminiscencia. 
6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos fueron analizados utilizando el programa estadístico GraphPad PRISM versión 
5 (GraphPad Software, San Diego, CA), realizándose análisis para muestras independientes. El 
análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó usando el test de Mann-Whitney o ANOVA 
de una vía seguido de un test post-hoc Kruskal-Wallis, en función del tipo de experimento. Las 
diferencias se consideraron significativas cuando P ≤ 0.05. Los datos se expresaron como las 




















A. Efecto de la disfunción mitocondrial sobre el proceso 
inflamatorio del sinoviocito humano en cultivo 
 
En este bloque se ha estudiado el efecto de una disfunción en la actividad mitocondrial 
sobre la respuesta inflamatoria del sinoviocito humano. Para ello, se ha evaluado su efecto en la 
producción de ROS; su efecto en la expresión de mediadores inflamatorios y en la sensibilización 
del sinoviocito a la respuesta inflamatoria inducida por citoquinas; y también su efecto en la 
inducción de angiogénesis. Además, se han analizado las posibles rutas involucradas en el 
proceso así como el papel modulador del RSV. 
 
1. EFECTO DE LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL SOBRE LA RESPUESTA OXIDATIVA E 
INFLAMATORIA EN EL SINOVIOCITO HUMANO NORMAL EN CULTIVO 
Para evaluar los efectos de una disfunción mitocondrial, se indujo una deficiencia en la 
mitocondria del sinoviocito mediante exposición a OLI, un inhibidor químico que interacciona 
con la subunidad delta u OSCP de la ATP sintasa. De esta manera, se impide el flujo de H+ de 
regreso a la matriz mitocondrial y con ello, la síntesis de ATP. El transporte electrónico en la CRM 
y la síntesis de ATP son dos procesos acoplados, uno no tiene lugar sin el otro (salvo excepciones 
como los procesos de termogénesis), y por tanto la inhibición de la ATP sintasa lleva consigo el 
bloqueo del transporte electrónico, provocando en última instancia el colapso de la mitocondria.  
En este apartado se comprobó en primer lugar la eficacia de OLI para inducir disfunción 
mitocondrial y provocar una respuesta oxidativa y, a continuación, se valoró su efecto en la 
respuesta inflamatoria de las células sinoviales.  
1.1. Valoración de la eficacia de OLI para la inducción de disfunción mitocondrial 
Para evaluar la eficacia de la disfunción mitocondrial inducida por OLI en sinoviocitos 
humanos en cultivo se emplearon dos aproximaciones: determinación del potencial de 







1.1.1. Efecto de OLI sobre el potencial de membrana mitocondrial 
El ΔΨm constituye un parámetro fisiológico mitocondrial de gran importancia, ya que se 
relaciona con la capacidad de la mitocondria para generar ATP mediante la fosforilación 
oxidativa. Además, también regula la producción de ROS, convirtiéndose por tanto en un 
controlador clave del buen funcionamiento celular. 
Para determinar el efecto de la disfunción mitocondrial en el ΔΨm, las células se trataron 
con OLI durante 9 h. Durante los últimos 30 min de tratamiento se añadió la sonda fluorescente 
tetrametilrodamina metil éster (TMRM) a una concentración final de 20 nM. Las células se 
observaron en un microscopio invertido directamente en la placa de cultivo, sin lavar las células 
ni cambiar el medio para evitar posibles artefactos que confundan los resultados. 
El tratamiento de los sinoviocitos humanos con el inhibidor de la ATP sintasa indujo una 
despolarización de la membrana mitocondrial de manera dosis-dependiente, como se puede 
apreciar en la Figura 25. El control positivo de despolarización mitocondrial, valinomicina (5 µM), 
indujo una disminución de la fluorescencia de aproximadamente un 72% respecto a la condición 
basal. La dosis de OLI 10 µg/ml, por su parte, superó el efecto de la valinomicina, al producir una 








1.1.2. Efecto de OLI sobre la producción de ATP 
Bajos niveles de producción de ATP pueden ser indicadores de disfunción mitocondrial. 
En este estudio se determinaron los niveles de ATP total producidos por sinoviocitos estimulados 
Figura 25. Determinación del potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) en respuesta a la 
exposición a OLI. La determinación del ΔΨm en sinoviocitos humanos en cultivo expuestos o no a 
dosis crecientes de OLI durante 9 h se determinó mediante incubación de 30 min con la sonda 
fluorescente TMRM (20 nM). Valinomicina (VAL) es un control positivo de despolarización 
mitocondrial. A. Las imágenes fueron tomadas en un microscopio invertido de fluorescencia a una 
magnificación de 10X. Son representativas de n=4 experimentos. B. Cuantificación de la 
fluorescencia emitida por cada condición experimental respecto al basal. Los datos se expresan 






durante 24 h con dosis crecientes de OLI. La Figura 26 muestra los niveles de ATP respecto a la 
condición basal, medidos mediante luminiscencia. Como se puede observar, OLI indujo una 
disminución de los niveles de ATP de hasta un 18% (OLI 10 µg/ml).  
 
 
1.2. Efecto de la disfunción mitocondrial en la producción de especies reactivas de oxígeno 
El efecto de la inhibición de la ATP sintasa en la producción de ROS por los sinoviocitos 
normales en cultivo se evaluó mediante la medida de H2O2 celular total, y la medida de O2
- 
celular y mitocondrial.  
1.2.1. Cuantificación de la producción de peróxido de hidrógeno celular total 
La producción de H2O2 se cuantificó en células estimuladas con OLI durante 15 min, 
previa incubación con el fluoróforo DCFH-DA durante 30 min. Cuando las células se analizaron 
por citometría de flujo se observó que OLI indujo un desplazamiento de la población, 
aumentando la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) de manera dosis-dependiente. 
Así, OLI 10 µg/ml indujo un aumento de hasta 8 veces en la intensidad de fluorescencia respecto 
al basal (Figura 27).   
Figura 26. Determinación de la producción de ATP en respuesta a OLI. La producción de ATP 
celular total se determinó mediante luminiscencia en sinoviocitos tratados con distintas dosis 
de OLI durante 24 h. La concentración de ATP (µM) se determinó a partir de una curva patrón 
de ATP. Los datos se representan como la media ± EEM del porcentaje de la concentración de 








1.2.2. Detección de superóxido intracelular y mitocondrial 
La detección de O2
- intracelular y mitocondrial se llevó a cabo mediante la incubación 
durante 30 min con los fluoróforos DHE y mitoSOX red, respectivamente, y posterior detección 
mediante microscopía de fluorescencia. Durante el tiempo de incubación con los fluoróforos, las 
células se trataron con o sin OLI. Como se observa en la Figura 28, el tratamiento con OLI indujo 
un incremento dosis-dependiente en la producción de O2
- tanto intracelular como mitocondrial. 
 
Figura 27. Producción de H2O2 en sinoviocitos humanos estimulados con una curva de 
dosis de OLI. La producción de ROS en los sinoviocitos humanos se cuantificó tras 15 min 
de incubación con dosis crecientes de OLI. Los datos se expresan como la media ± EEM 
del porcentaje de intensidad de fluorescencia del DCFH relativo al control (n=3 








1.3. Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión de mediadores inflamatorios 
El efecto de la disfunción mitocondrial sobre la respuesta inflamatoria de los sinoviocitos 
se evaluó mediante la cuantificación de algunos de los mediadores inflamatorios más comunes y 
relevantes en el proceso artrítico: COX-2, PGE2, e IL-8.  
 
 
Figura 28. Determinación de la producción de superóxido total y mitocondrial en respuesta a la 
exposición a OLI. La evaluación de la producción de ROS en sinoviocitos humanos en cultivo 
expuestos o no a dosis crecientes de OLI durante 30 min se determinó mediante coincubación de OLI 
con los fluoróforos DHE (detección de O2
-
 celular) o mitoSOX red (detección de O2
-
 mitocondrial) 
durante 30 min. A. Se muestran imágenes representativas de cada condición evaluada. B. 
Cuantificación de la intensidad de fluorescencia emitida respecto al basal de cada condición 
experimental en presencia de DHE (izquierda, n=5) o de mitoSOX (derecha, n=4). Los datos se 
expresan como la media ± EEM del porcentaje de la intensidad de fluorescencia respecto a la 






1.3.1. Expresión de COX-2  
En primer lugar, se evaluó la expresión de ARNm de COX-2 en sinoviocitos incubados 
durante 4 h con dosis crecientes de OLI. Como se observa en la Figura 29A, OLI provocó un 
incremento de la expresión de ARNm de COX-2 de manera dosis-dependiente. De forma similar, 
OLI indujo un aumento dosis-dependiente en los niveles proteicos de COX-2 tras 6 h de 





Como se esperaba, OLI no modificó la expresión de COX-1, la isoforma constitutiva de la 
enzima (Figura 30). 
 
Figura 29. Expresión de COX-2 inducida por disfunción mitocondrial en sinoviocitos humanos normales. 
A. La expresión de ARNm de COX-2 se cuantificó tras 4 h de estimulación con IL-1β 5 ng/ml (control 
positivo) o con dosis crecientes de OLI. Los resultados se expresan como la media ± EEM de las veces de 
incremento relativo a la condición basal normalizada a 1 (n=5; *P≤0.05, **P≤0.01 vs. basal). B. La 
expresión proteica de COX-2 se cuantificó tras 6 h de estimulación con IL-1β 5 ng/ml (control positivo) o 
con dosis crecientes de OLI. Los resultados se expresan como la media ± EEM de la mediana de la 
intensidad de fluorescencia (MFI) relativo a la condición basal normalizada a 1 (n=9; **P≤0.01, 









1.3.2. Producción de PGE2 
Ya que PGE2 es el principal producto inflamatorio que resulta de la actividad enzimática 
de COX-2, se midieron los niveles de esta prostaglandina mediante ELISA en los sobrenadantes 
de sinoviocitos estimulados durante 9 h con dosis crecientes de OLI. Como se puede observar en 
la Figura 31, la disfunción mitocondrial inducida por OLI ocasionó un pronunciado incremento en 
la liberación de PGE2 al medio. Esta liberación fue fuertemente contrarrestada mediante la 
preincubación durante 1 h con el inhibidor de la COX-2, diclofenaco, lo que demuestra la 
implicación de esta enzima en el aumento de la producción de PGE2 inducido por la disfunción 
mitocondrial. 
 
Figura 30. Comparación entre la modulación de COX-1 y COX-2 en respuesta a OLI en 
sinoviocitos. Experimento representativo de citometría de flujo para la cuantificación de la 
expresión proteica de COX-1 y COX-2 bajo condiciones basales (arriba), estimulación con IL-1β 5 
ng/ml (centro) como control positivo, o estimulación con OLI 10 µg/ml (abajo), durante 6 h. La 
columna de la izquierda muestra los densitogramas de las poblaciones celulares en función de la 
intensidad de fluorescencia registrada de COX-1 frente a COX-2. En los histogramas se 
representa el número de células (counts) respecto a la intensidad de fluorescencia de COX-1 








1.3.3. Expresión de IL-8 
IL-8 es una quimioquina que juega un papel determinante en la atracción de células 
inmunes durante el proceso de inflamación, por lo que su estudio resulta de gran importancia. 
Como se muestra en la Figura 32A, el tratamiento con OLI durante 4 h indujo un aumento dosis-
dependiente de la expresión de ARNm de IL-8 respecto al basal. Además, como era de esperar, 
se obtuvieron resultados similares cuando se determinaron los niveles proteicos mediante ELISA 
(Figura 32B). 
 
Figura 31. Producción de PGE2 en sinoviocitos humanos normales estimulados con OLI. A. La 
producción de PGE2 se evaluó en sobrenadantes de sinoviocitos humanos expuestos durante 9 h  a 
IL-1β 5 ng/ml (control positivo) o a dosis crecientes de OLI. Los resultados se expresan como la media 
± EEM de la cantidad (en pg) de PGE2 liberada por 50.000 células (n=5 en duplicado; *P≤0.05, 
***P≤0.001 vs. basal). B. Se determinó la producción de PGE2 inducida por OLI sola o en presencia de 
diclofenaco (DCF) 10 µM (1 h de preincubación) tras 9 h. Los resultados se expresan como media ± 












En conjunto, los resultados de este primer apartado demuestran la efectividad de OLI 
para inducir disfunción mitocondrial al provocar una despolarización de la mitocondria y una 
disminución en la producción de ATP. Además, la disfunción de la actividad mitocondrial 
produce un aumento en la generación de ROS tanto mitocondriales como citoplasmáticos y una 
respuesta inflamatoria en los sinoviocitos humanos, en términos de producción de COX-2, PGE2 
e IL-8. 
Figura 32. Expresión de ARNm y proteína de IL-8 en sinoviocitos  humanos expuestos a OLI. A. La 
expresión de ARNm de IL-8 se cuantificó tras 4 h de estimulación con IL-1β 5 ng/ml (control positivo) 
o con dosis crecientes de OLI. Los resultados se expresan como la media ± EEM de las veces de 
incremento relativo a la condición basal normalizada a 1 (n=6; *P≤0.05, ***P≤0.001 vs. basal). B. La 
producción de IL-8 se evaluó en sobrenadantes de sinoviocitos humanos expuestos durante 9 h a IL-
1β 5 ng/ml o a dosis crecientes de OLI. Los resultados se expresan como la media ± EEM de la 
cantidad (en pg) de IL-8 liberada por 5x10
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2. EFECTO DE LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL SOBRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
INDUCIDA POR INTERLEUQUINA-1β (IL-1β) EN SINOVIOCITOS HUMANOS NORMALES EN 
CULTIVO 
La presencia de citoquinas proinflamatorias, como la IL-1β, induce en el sinoviocito una 
activación del estado inflamatorio. Como se ha observado en el anterior apartado, la disfunción 
mitocondrial induce también una leve respuesta inflamatoria. En la articulación, los sinoviocitos 
AR, que presentan alteraciones mitocondriales, están sometidos a un ambiente proinflamatorio, 
debido a la presencia de múltiples mediadores, siendo uno de los más importantes la citoquina 
IL-1β. Por ello, el segundo objetivo de este bloque fue estudiar el efecto conjunto de la 
disfunción mitocondrial (preincubación con OLI 10 µg/ml) y la presencia de IL-1β (0.1 ng/ml) en 
relación con la expresión de los mediadores inflamatorios COX-2, PGE2 e IL-8.  




2.1. Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión de COX-2 inducida por IL-1β 
Para estudiar la expresión de COX-2 bajo condiciones de disfunción mitocondrial en un 
ambiente proinflamatorio, en primer lugar se preincubaron las células durante 30 min con OLI 
10 µg/ml provocando la disfunción mitocondrial. A continuación, se añadió IL-1β (0.1 ng/ml) y se 
dejó desarrollar la respuesta inflamatoria.  
Figura 33: Esquema experimental para estudiar la expresión de mediadores inflamatorios 
inducida por IL-1β en células con disfunción mitocondrial. Para realizar este abordaje se 
indujo la disfunción mitocondrial incubando los sinoviocitos con OLI durante 30 min. A 
continuación, se añadió IL-1β 0.1 ng/ml y se incubaron las células durante diferentes 
tiempos, en función de la determinación a realizar: 4 h para los estudios de expresión 
génica de COX-2 e IL-8 mediante RT-PCR; 6 h para la determinación proteica de COX-2 






Para el estudio de la expresión génica de COX-2 se recogió el ARN transcurridas 4 h de 
estimulación. Como se puede observar en la Figura 34A, OLI indujo, por sí sola, un aumento de 
expresión de ARNm de COX-2 de 72.72 ± 14.84 veces respecto al basal, e IL-1β 0.1 ng/ml de 
101.7 ± 28.68 veces. En la condición de la combinación de IL-1β + OLI, se incrementó la 
expresión hasta 328.1 ± 77.62 veces respecto al basal, lo que supone un efecto sinérgico de 
ambos estímulos en la inducción de la expresión de COX-2. Este incremento sinérgico alcanza los 
niveles de expresión de COX-2 inducidos por el control positivo IL-1β 5 ng/ml. 
A nivel proteico se encontraron respuestas similares. Tras una preincubación de 30 min 
con OLI seguida de 6 h de estimulación con IL-1β, se recogieron las células y se incubaron, como 
se describió en la sección de Métodos, con anti-COX-1/anti-COX-2 para ser analizadas mediante 
citometría de flujo. Así, se observó que OLI actúa de forma sinérgica con IL-1β induciendo la 
expresión proteica de COX-2 (Figura 34B): MIF de COX-2 de 13.93 ± 3.57 en la condición IL-1β + 
OLI, frente a 3.80 ± 0.60 en OLI y 3.55 ± 0.49 en IL-1β 0.1 ng/ml, n = 7, P≤0.05). Nuevamente, se 
confirmó que la isoforma constitutiva COX-1 no se modula en ninguna de las condiciones 













Por otra parte, es importante destacar que el efecto sinérgico descrito para la expresión 
proteica de COX-2 se produce con distintas dosis de IL-1β. Como se puede observar en la Figura 
35, el pretratamiento con OLI es capaz de provocar prácticamente el mismo nivel de respuesta 
inflamatoria que una concentración 10 veces mayor de IL-1β. Además, el porcentaje de 
incremento sinérgico resultó ser mayor con la menor dosis de IL-1β. Así, el porcentaje de 
incremento de IL-1β 1 ng/ml + OLI 10 µg/ml respecto a IL-1β 1 ng/ml sola es de un 133.6 ± 
27.8%; el porcentaje de incremento de IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 µg/ml respecto a IL-1β 0.1 ng/ml 
sola es de 338.7 ± 92.2%; y el máximo incremento se encuentra con IL-1β 0.01 ng/ml + OLI 10 






Figura 34. Expresión génica y proteica de COX-2 en sinoviocitos humanos tratados con la combinación IL-1β + 
OLI. A. La expresión de ARNm de COX-2 se cuantificó en sinoviocitos tratados durante 4 h bajo condiciones 
basales, o con IL-1β 5 ng/ml (control positivo), IL-1β 0.1 ng/ml, OLI 10 µg/ml sola o con el pretratamiento de 
OLI seguido de IL-1β 0.1 ng/ml (IL-1β + OLI). Los resultados se expresan como la media ± EEM de las veces de 
incremento relativo a la condición basal normalizada a 1 (n=6; *P≤0.05, **P≤0.01). B. Se muestra un 
experimento representativo de citometría de flujo mostrando la expresión proteica de COX-1 y COX-2 en 
células sinoviales humanas tratadas con los estímulos indicados durante 6 horas. Los densitogramas (izquierda) 
muestran la distribución de la población celular en cuanto a positividad frente a COX-1 (abscisas) y COX-2 
(ordenadas). En los histogramas se observa la distribución de la población en cuanto a intensidad de 
fluorescencia (IF) para COX-1 (centro) o para COX-2 (derecha). En el histograma de COX-2 de la condición IL-1β 
0.1 mg/ml + OLI 10 µg/ml se muestran también los perfiles del histograma correspondiente a la condición de IL-
1β 0.1 ng/ml sola y de OLI sola. 
Figura 35. Curva de expresión proteica de 
COX-2 en sinoviocitos humanos sometidos a 
disfunción mitocondrial en presencia de 
distintas dosis de IL-1β. La expresión 
proteica de COX-2 se cuantificó a las 6 h en 
sinoviocitos expuestos a dosis crecientes de 
IL-1β (1, 0.1, 0.01 ng/ml) sola (línea con 
círculos) o en sinoviocitos pretratados con 
OLI 10 µg/ml antes de la incubación con las 
dosis crecientes de IL-1β (línea con 
cuadrados). Los datos se expresan como la 
media ± EEM de la MIF relativa a la condición 







2.2. Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la liberación de PGE2 inducida por IL-1β 
En cuanto a la producción de PGE2, el principal producto de la enzima COX-2, la 
combinación de la disfunción mitocondrial y la presencia de IL-1β, indujo resultados acordes con 
los anteriores. Los sinoviocitos se preincubaron durante 30 min con OLI 10 µg/ml antes de añadir 
IL-1β 0.1 ng/ml durante 9 h. La cantidad de PGE2 liberada al medio de cultivo se cuantificó 
mediante ELISA. Como se observa en la Figura 36, los resultados demostraron que se induce una 
producción sinérgica de PGE2 cuando las células se incuban con IL-1β + OLI (593.6 ± 153.9 pg 





2.3. Efecto de la disfunción mitocondrial sobre la expresión de IL-8 inducida por IL-1β 
Como ya se ha descrito, la quimioquina IL-8 se expresa en grandes cantidades en 
sinoviocitos AR, participando de manera destacable en la patofisiología de la enfermedad. 
Cuando los sinoviocitos se sensibilizaron con OLI durante 30 min, se produjo un incremento 
significativo de la expresión de IL-8 inducida por IL-1β tanto a nivel de ARNm como a nivel 
proteico (Figura 37). 
Figura 36. Producción de PGE2 en sinoviocitos humanos tratados con IL-1β + OLI. La liberación de PGE2 
se cuantificó tras 9 h bajo condiciones basales, o bajo estimulación con IL-1β 5 ng/ml (control positivo), 
con IL-1β 0.1 ng/ml, con OLI o con el pretratamiento con OLI seguido de IL-1β 0.1 ng/ml (IL-1β + OLI). 
Los resultados se expresan como la media ± EEM de la cantidad de PGE2 (en pg) liberada por 5x10
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Figura 37. Expresión de ARNm y proteína de IL-8 en sinoviocitos humanos estimulados con IL-
1β + OLI. A. La expresión de ARNm de IL-8 se cuantificó tras 4 h bajo condiciones basales, o bajo 
estimulación con IL-1β 5 ng/ml (control positivo), con IL-1β 0.1 ng/ml, con OLI o con IL-1β 0.1 
ng/ml + OLI. Los resultados se expresan como la media ± EEM de las veces de incremento 
relativo a la condición basal normalizada a 1 (n=10; *P≤0.05, ***P≤0.001). B. La cantidad de IL-8 
liberada al medio por los sinoviocitos humanos expuestos a los estímulos descritos arriba se 
determinó mediante ELISA tras 9 h de incubación. Los resultados se expresan como la media ± 
EEM de la cantidad de IL-8 (en pg) liberada por 5x10
4
 células (n=4 experimentos independientes 







2.4. Influencia de la dosis de OLI sobre la inducción de la respuesta inflamatoria 
La dosis de OLI es también una variable a tener en cuenta. El daño mitocondrial 
exacerbado puede ocasionar desequilibrios en la célula que afecten a rutas metabólicas distintas 
y que enmascaren nuestros resultados. Por ello, es importante determinar que daños 
mitocondriales más moderados inducen efectos similares respecto a la respuesta inflamatoria. 
Para ello, hemos comprobado que una dosis diez veces menor de OLI (1 µg/ml) es capaz de 
inducir también una respuesta inflamatoria en los sinoviocitos y que además interacciona de 
manera sinérgica con la IL-1β 0.1 ng/ml para producir IL-8. Como se puede observar en la Figura 
38, OLI 1 µg/ml produce un incremento significativo en la liberación de IL-8, aunque, como era 
de esperar, su efecto es de menor proporción que el observado con OLI 10 µg/ml. Así, el 
porcentaje de incremento de IL-8 inducido por IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 1 µg/ml respecto a IL-1β 0.1 
ng/ml sola es de un 36.5 ± 9.5% mientras que el inducido por IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 µg/ml 




Figura 38. Efecto de OLI 1 µg/ml, en comparación con OLI 10 µg/ml, en la respuesta inflamatoria de 
sinoviocitos humanos estimulados o no con IL-1β. Las células se trataron durante 9 h bajo las 
condiciones indicadas. OLI se añadió a las células 30 min antes de la adición de IL-1β 0.1 ng/ml. La 
concentración de IL-8 se determinó en los sobrenadantes obtenidos mediante ELISA. Los resultados se 
expresan como la media ± EEM de la cantidad (en pg) de IL-8 liberada por 5x10
4
 células (n=4 






Asimismo, quisimos conocer si el efecto sinérgico descrito entre la disfunción 
mitocondrial e IL-1β se mantendría a tiempos más largos. OLI 10 µg/ml es una dosis 
ampliamente utilizada en estudios de expresión génica y proteica a tiempos cortos (0 – 24 h). Sin 
embargo, la mayoría de los estudios realizados a tiempos superiores descritos en la literatura 
utilizan dosis menores de OLI. Por este motivo, los experimentos para comprobar la 
perpetuación en el tiempo de la respuesta inflamatoria se realizaron con dosis menores de OLI 
(1 y 0.1 µg/ml) a tiempos de 24 y 48 h. Como se muestra en la Figura 39, la exacerbación de la 




Los resultados obtenidos en este apartado demuestran que la disfunción mitocondrial 
sensibiliza a los sinoviocitos de manera que responden de una forma exacerbada a la citoquina 
proinflamatoria IL-1β. Además, las proporciones de este efecto sinérgico dependen del grado de 
disfunción mitocondrial y se mantiene en el tiempo. 
Figura 39. Producción sinérgica de IL-8 en sinoviocitos humanos estimulados durante 9, 24 o 48 h. Las células 
se trataron con IL-1β 0.1 ng/ml durante 9, 24 o 48 h tras ser estimuladas durante 30 min con OLI 0.1 µg/ml o 1 
µg/ml. Como referencia se utilizaron células tratadas con la habitual combinación de IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 
µg/ml durante 9 h (línea roja punteada). Los resultados se expresan como la media ± EEM del incremento en la 
liberación de IL-8 de condiciones señaladas respecto a IL-1β 0.1 ng/ml sola normalizada al 100% (n=2 






3. VIABILIDAD CELULAR TRAS EL TRATAMIENTO DE LOS SINOVIOCITOS CON LOS ESTÍMULOS A 
ESTUDIO 
Debido a que los experimentos de este trabajo implican la interrupción de rutas 
esenciales en la célula, resulta de suma importancia determinar si los estímulos utilizados o sus 
dosis provocan la muerte celular y descartar que sea esta vía la responsable de la liberación de 
mediadores inflamatorios. Cuando se estudió la viabilidad celular en términos de células en 
proceso de apoptosis o células muertas (mediante la determinación por citometría de la unión 
de anexina V o la permeabilidad a IP), no se encontraron diferencias respecto a la condición 
basal a los tiempos de estudio de 6 y 9 h. Tan sólo la dosis más alta de OLI (25 µg/ml) ejerce un 
efecto tóxico presentando un mayor porcentaje de células apoptóticas y muertas respecto al 
basal (Figura 40). Se incluye la combinación Actinomicina D + TNFα como control positivo de un 









De esta manera, se confirmó que los estímulos a los que se sometieron los sinoviocitos 
no desencadenan el proceso de apoptosis en estas células a los tiempos y dosis evaluados.  
 
 
Figura 40. Determinación de la muerte celular inducida por los estímulos empleados. Los 
sinoviocitos se estimularon con dosis crecientes de OLI; con IL-1β 5 ng/ml o 0.1 ng/ml; o 
con la combinación de IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 µg/ml.  La estimulación con actinomicina D 
(1 µg/ml) + TNFα  (10 ng/ml) (ActD + TNF) se utilizó como control positivo de muerte. Tras 
6 h (A) o 9 h (B) de estimulación, los sinoviocitos se analizaron mediante citometría de flujo 
para determinar el porcentaje de células positivas para anexina V (FL1) o IP (FL3). Los 
resultados se expresan como la media ± EEM del incremento relativo a la condición basal 






4. MEDIADORES IMPLICADOS EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA POR DISFUNCIÓN 
MITOCONDRIAL  
Tras demostrarse que la disfunción mitocondrial induce una respuesta inflamatoria en el 
sinoviocito humano en cultivo y que ésta se ve sinérgicamente amplificada en presencia de bajas 
dosis de IL-1β, en este apartado se pretende dilucidar cuáles son los mediadores de la ruta de 
transducción de señales que dan lugar a esta respuesta.  
4.1. Especies reactivas de oxígeno  
Las ROS actúan como segundos mensajeros en gran variedad de rutas de señalización 
celular. Por ello, se estudió en primer lugar el papel de ROS en el proceso de transducción de 
señales implicado en la respuesta inflamatoria inducida por la disfunción mitocondrial. Como se 
ha descrito en el apartado 1.2, la disfunción mitocondrial induce un incremento significativo en 
la producción de ROS en las células sinoviales humanas. Además, es sabido que el estrés 
oxidativo puede llevar a la activación de factores de transcripción proinflamatorios sensibles al 
estado redox celular. Por ello, se investigó el efecto de la inhibición de las señales de ROS 
utilizando un “secuestrador” citoplasmático de ROS, N-acetilcisteína (NAC).  
Los sinoviocitos se preincubaron durante 1 h con NAC (20 mM) y, a continuación, se 
estimularon según lo detallado en los apartados anteriores; es decir, tras 1 h de preincubación 
con NAC, las células se trataron con OLI durante 30 min y se estimularon con IL-1β 0.1 ng/ml 
durante 6 h para estudiar la expresión proteica de COX-2 mediante citometría de flujo.  
Los resultados mostraron una disminución de la expresión proteica de COX-2 inducida 
por OLI o la combinación de IL-1β + OLI cuando los sinoviocitos son pretratados con NAC (20 
mM), indicando que la señalización por ROS juega un papel en el desencadenamiento de la 








A continuación, se estudió específicamente el papel de ROS mitocondriales. Para ello se 
empleó mitoTEMPO, una molécula con una alta carga positiva que se concentra en la matriz 
mitocondrial donde actúa como secuestrador selectivo de ROS mitocondriales.  
Cuando los sinoviocitos se preincubaron con mitoTEMPO (50 µM) durante 1 h antes del 
tratamiento con OLI o con la combinación de IL-1β + OLI, los niveles de IL-8 en el medio se 
redujeron de manera significativa (Figura 42). Este resultado refleja la implicación específica de 
ROS mitocondriales en la respuesta inflamatoria inducida por OLI en los sinoviocitos humanos en 
cultivo. 
 
Figura 41. Efecto de la preincubación con NAC en la expresión de COX-2 inducida por OLI o la 
combinación IL-1β + OLI. Los sinoviocitos se preincubaron o no durante 30 min con NAC (20 mM) antes 
de la estimulación con OLI o con IL-1β + OLI. Tras 6 h de incubación, se determinó la expresión de COX-2 
mediante citometría de flujo. Los datos se expresan como la media ± EEM de la mediana de la 








4.2. Factor de transcripción NF-κB 
NF-κB es un factor de transcripción sensible al estado redox celular, y es el responsable 
de la activación de la transcripción de gran variedad de genes proinflamatorios, entre ellos COX-
2 e IL-8. Para evaluar la posible implicación de NF-κB en la respuesta inflamatoria inducida por 
disfunción mitocondrial, en primer lugar se evaluó directamente la activación de NF-κB en 
respuesta a la disfunción mitocondrial y a la disfunción mitocondrial en combinación con IL-1β 
mediante estudios de inmunofluorescencia para detectar la expresión y traslocación de p65, una 
subunidad de NF-κB. El proceso de estimulación de las células sinoviales para este estudio se 
detalla en la Figura 43. 
 
Figura 42. Efecto de la preincubación con mitoTEMPO en la producción de IL-8 inducida por OLI o la 
combinación IL-1β + OLI. Los sinoviocitos se preincubaron o no durante 1 h con el antioxidante 
mitocondrial mitoTEMPO (50 µM) antes de la estimulación con OLI o con IL-1β + OLI. Tras 9 h de 
incubación, se determinó la concentración de IL-8 en los sobrenadantes mediante ELISA. Los datos se 
expresan como la media ± EEM de la cantidad de IL-8 (en pg) liberada por 5x10
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Los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia mostraron niveles ligeramente 
mayores, tanto citoplasmáticos como nucleares, de p65 en sinoviocitos estimulados con OLI 
durante 40 min respecto a sinoviocitos sin estimular. Asimismo, IL-1β 0.1 ng/ml (20 min) induce 
una clara traslocación de p65 al núcleo. Cuando los sinoviocitos son preincubados con OLI 
durante 20 min antes de la adición de IL-1β durante otros 20 min, la intensidad de la 
fluorescencia en el núcleo aumenta con respecto a aquellos sin tratamiento con OLI (IL-1β 0.1 
ng/ml sola), considerándose por tanto una mayor activación en la combinación de disfunción 




Figura 43: Esquema del proceso experimental para el estudio de NF-κB. El tiempo total de 
estimulación de los sinoviocitos para el estudio de la activación de NF-κB es de 40 min. Como en 
experimentos anteriores, se realiza un pretratamiento con OLI 10 µg/ml para inducir disfunción 
mitocondrial antes de la adición de IL-1β 0.1 ng/ml. Al final de la incubación se procede a la 
observación de resultados (IF, inmunofluorescencia; EMSA, ensayo de retardo en gel). 
Figura 44: Detección de p65 en células sometidas a disfunción mitocondrial en presencia o 
ausencia de IL-1β. Se utilizó la técnica inmunofluorescencia para la detección de p65 en los 
sinoviocitos humanos en cultivo. Las células se sometieron a condiciones basales, se estimularon 
con OLI 10 µg/ml durante 40 min, se estimularon con IL-1β 0.1 ng/ml durante 20 min, o se 
estimularon con OLI durante 20 min seguido de IL-1β 0.1 ng/ml durante 20 min. La tinción con DAPI 







A continuación se estudió la capacidad de unión de NF-κB al ADN mediante la técnica de 
EMSA siguiendo el mismo esquema experimental, obteniéndose resultados consistentes con los 
de traslocación al núcleo de p65. Se comprobó que existe un leve incremento de la actividad de 
NF-κB en presencia de OLI 10 µg/ml. IL-1β 0.1 ng/ml indujo una mayor activación de NF-κB, que 
se incrementó ligera pero significativamente cuando los sinoviocitos fueron previamente 
sometidos a una disfunción mitocondrial (Figura 45).  
 
 
Una vez determinada la activación de NF-κB en respuesta a la disfunción mitocondrial y 
a la combinación de la disfunción mitocondrial en presencia de IL-1β, se investigó la implicación 
de este factor en el desarrollo de la respuesta inflamatoria inducida por la disfunción 
mitocondrial. Para realizar estos estudios se empleó el inhibidor de la activación de NF-κB BAY-
Figura 45: Actividad nuclear de NF-κB en 
sinoviocitos sometidos a disfunción mitocondrial 
en presencia o ausencia de IL-1β. Para estudiar la 
actividad transcripcional de NF-κB en sinoviocitos 
humanos se utilizó la técnica de EMSA. Las células 
se estimularon con OLI 10 µg/ml durante 40 min, 
con IL-1β 0.1 ng/ml durante 20 min, o con OLI 
durante 20 min seguido de IL-1β 0.1 ng/ml durante 
otros 20 min y a continuación se aislaron los 
extractos proteicos nucleares con los que se realizó 
el ensayo. En la figura se muestra una imagen 
representativa de los EMSAs realizados (A) y la 
cuantificación, mediante densitometrado de las 
bandas obtenidas, de la activación de NF-κB (B). En 
la gráfica, los datos se representan como media ± 
EEM de la intensidad de banda (unidades 
arbitrarias, UA) relativa a la condición basal 






117085 (BAY, 7.5 µM). Este compuesto previene la traslocación al núcleo de NF-κB a través de la 
inhibición de la fosforilación de IκB.  
Como se observa en la Figura 46, la preincubación de los sinoviocitos con BAY 7.5 µM 
durante 1 h previa a la inducción del modelo de disfunción mitocondrial en combinación con IL-
1β resultó en una disminución significativa de la expresión de COX-2 (inhibición del 72%), la 
producción de PGE2 (inhibición del 90%) y la liberación de IL-8 (inhibición del 98%) respecto a la 




4.3. Otros factores de transcripción: AP-1 y Nrf2 
Otro factor de transcripción también implicado en el desarrollo de la respuesta 
inflamatoria es AP-1. Por ello, también se ha estudiado este factor de transcripción como posible 
mediador del proceso inflamatorio inducido por la disfunción mitocondrial.  
El proceso experimental para determinar la activación de este factor de transcripción en 
sinoviocitos humanos sometidos a disfunción mitocondrial y en presencia o no de IL-1β es 
similar al descrito en la Figura 43 para el estudio de NF-κB. Como se observa en la Figura 47, la 
actividad de AP-1 evaluada mediante EMSA muestra un incremento en aquellas células 
Figura 46. Efecto de la preincubación con BAY en la respuesta inflamatoria inducida por la combinación de 
IL-1β + OLI. Los sinoviocitos se preincubaron durante 1 h en presencia o ausencia del inhibidor de la 
activación de NF-κB, BAY (7.5 µM) antes de la estimulación con IL-1β + OLI. A. Tras 6 h de incubación, se 
determinó la expresión de COX-2 en las células mediante citometría de flujo. Los datos se expresan como la 
media ± EEM de la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) relativa (n=6; *P≤0.05). B. Se cuantificó la 
liberación de PGE2 mediante ELISA tras 9 h de incubación. Los datos se expresan como la media ± EEM de la 
cantidad de PGE2 (en pg) liberada por 5x10
4
 células (n=3 experimentos independientes en duplicado; 
*P≤0.05). C. A las 9 h de incubación se determinó la concentración de IL-8 en los sobrenadantes mediante 
ELISA. Los datos se expresan como la media ± EEM de la cantidad de IL-8 (en pg) liberada por 5x10
4
 células 






sometidas a disfunción mitocondrial. Esta actividad se ve ligeramente incrementada cuando las 
células con disfunción mitocondrial se incuban en presencia de IL-1β. 
 
    
 
Por su parte, Nrf2 es un factor de respuesta antioxidante que se ve activado en 
situaciones de estrés oxidativo para llevar a cabo la transcripción de genes detoxificantes y de 
defensa antioxidante en un intento de recuperar la homeostasis celular. Como se muestra en la 
Figura 48, se ha encontrado que los sinoviocitos sometidos a una disfunción mitocondrial 
inducida por tratamiento con OLI durante 3 h muestran una mayor presencia nuclear de Nrf2.  
Figura 47: Actividad del factor de transcripción AP-1 en sinoviocitos sometidos a disfunción 
mitocondrial en presencia de IL-1β. La actividad transcripcional de AP-1 se determinó en sinoviocitos 
humanos mediante EMSA. Las células se estimularon con OLI 10 µg/ml durante 40 min, con IL-1β 0.1 
ng/ml durante 20 min, o con OLI durante 20 min seguido de IL-1β 0.1 ng/ml durante otros 20 min y a 
continuación se aislaron los extractos proteicos nucleares con los que se realizó el ensayo. En la figura 
se muestra una imagen representativa de los EMSAs de AP-1 (A) y la cuantificación, mediante 
densitometrado de las bandas (B). En la gráfica, los datos se representan como media ± EEM de la 









 4.4. Implicación de la ruta apoptótica en la respuesta inflamatoria inducida por disfunción 
mitocondrial 
El daño mitocondrial está directamente relacionado con la activación de rutas 
apoptóticas mediante activación de caspasas. La activación de la caspasa-1 constituye un paso 
clave en la activación del inflamasoma y el desencadenamiento de esta ruta implicaría un 
aumento en la producción de citoquinas inflamatorias (IL-1β, IL-18). Esto, junto con la ruta de 
NF-κB puede provocar un considerable refuerzo de la respuesta inflamatoria.  
Por ello, se estudió la implicación de las caspasas en la respuesta inflamatoria obtenida 
bajo condiciones de disfunción mitocondrial y presencia de IL-1β. Como se muestra en la Figura 
Figura 48: Actividad del factor de transcripción Nrf2 en sinoviocitos sometidos a disfunción 
mitocondrial. A. La actividad transcripcional de Nrf2 se determinó en sinoviocitos humanos mediante 
EMSA. Las células se estimularon con OLI 10 µg/ml o con IL-1β 5 ng/ml durante 3 h, y a continuación se 
aislaron los extractos proteicos nucleares con los que se realizó el ensayo. B. Se realizó una 
inmunofluorescencia de Nrf2 en sinoviocitos tratados con OLI 10 µg/ml durante 3 h. Se muestran 
imágenes representativas de n=3 experimentos independientes. Las imágenes se tomaron a una 






49, la preincubación de los sinoviocitos con el inhibidor de caspasas general Z-VAD-FMK (50 µM) 
durante 2 h presenta una tendencia a la reducción de la producción de PGE2 e IL-8 inducida por 
IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 µg/ml, lo que parece apuntar a que las caspasas podrían desempeñar un 




   
 En conjunto, los resultados de este apartado identifican a las ROS y el factor de 
transcripción NF-κB como mediadores involucrados en la liberación de mediadores inflamatorios 
inducida por disfunción mitocondrial en presencia de IL-1β. Otro factor proinflamatorio (AP-1) y 
antiinflamatorio (Nrf2) se activan bajo estas condiciones. La activación de caspasas podría estar 
involucrada en la activación sinérgica de la ruta inflamatoria. 
Figura 49: Efecto del inhibidor general de caspasas Z-VAD-FMK en la respuesta inflamatoria inducida por la 
disfunción mitocondrial en presencia de IL-1β en sinoviocitos humanos en cultivo. La liberación de PGE2 (A) y de 
IL-8 (B) se cuantificó en sobrenadantes obtenidos de sinoviocitos preincubados o no durante 2 h con el inhibidor 
general de caspasas Z-VAD-FMK (50 µM) antes del tratamiento con IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 µg/ml durante 9 h. Los 
datos se expresan como la media ± EEM del porcentaje de producción PGE2 o IL-8 respecto a la condición sin 






5. REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS CON OTROS INDUCTORES DE DISFUNCIÓN 
MITOCONDRIAL: ANTIMICINA A Y PARAQUAT 
 A lo largo de este apartado, se muestran los resultados obtenidos cuando se estimularon 
los sinoviocitos con otros inhibidores de la función mitocondrial distintos a OLI. En concreto, se 
empleó antimicina A (AA, un inhibidor del complejo III de la CRM) y paraquat (PQ, un 
prooxidante mitocondrial).  
En relación al complejo III, este es, junto con el complejo I, el lugar de mayor producción 
de ROS de la mitocondria. La interrupción del flujo de electrones a través de la CRM en el 
complejo III produce una mayor cantidad de electrones desapareados susceptibles de formar 
radicales libres de oxígeno.  
El PQ es un herbicida ampliamente utilizado y altamente tóxico. PQ genera un 
incremento en el flujo del radical O2
- especialmente a nivel del complejo I de la CRM y produce, 
por tanto, un aumento del daño oxidativo mitocondrial.  
5.1. Inducción de disfunción mitocondrial mediante el uso de AA y PQ 
 Se comprobó en primer lugar la capacidad de AA y PQ para inducir disfunción 
mitocondrial. Para ello, se determinó el ΔΨm en sinoviocitos estimulados con ambos inhibidores. 
Cuando los sinoviocitos se incubaron durante 9 h con AA (5 µg/ml), se indujo una gran 
despolarización mitocondrial. Por el contrario, PQ (1 mM) sólo mostró una ligera disminución del 
ΔΨm al tiempo evaluado (Figura 50).  
 
 
Figura 50. Determinación del ΔΨm en sinoviocitos tratados con AA y PQ. El ΔΨm se determinó 
en sinoviocitos humanos expuestos a AA 5 µg/ml o PQ 1mM durante 9 h usando la sonda 
fluorescente TMRM (20 nM). Las imágenes fueron tomadas en un microscopio invertido a una 






5.2. Producción de ROS inducida por AA y PQ 
 La producción de ROS se evaluó mediante marcaje con DHE, de manera que se 
determinaron los ROS celulares. Cuando los sinoviocitos se estimularon durante 30 min con los 
inhibidores mitocondriales AA o PQ, se produjo un aumento significativo en la fluorescencia de 
DHE respecto a la condición basal (Figura 51).  
  
 
5.3. Activación de NF-κB inducida por AA y PQ 
 El grado de activación del factor de transcripción NF-κB fue objeto de estudio en los 
sinoviocitos tratados con AA o PQ. Como se ha demostrado, tanto AA como PQ son capaces de 
provocar estrés oxidativo, que a su vez podría inducir la activación de un factor de transcripción 
sensible al estado redox como NF-κB. Para comprobarlo se estudió, mediante 
inmunofluorescencia, la traslocación al núcleo de la subunidad p65 en sinoviocitos estimulados 
con AA 5 µg/ml o con PQ 1 mM (Figura 52). 
 
Figura 51. Determinación de la producción de superóxido en sinoviocitos tratados con AA y 
PQ. Los sinoviocitos humanos se incubaron bajo condiciones basales o con AA 5 µg/ml o PQ 1 
mM durante 30 min. La producción de ROS se determinó usando la sonda fluorescente DHE. Las 








 En las imágenes de la Figura 52, se observa una mayor señal tanto nuclear como 
citoplasmática en los sinoviocitos tratados con AA o PQ en comparación con sus respectivos 
basales. La subunidad p65 se concentra más en el núcleo, presentando éste una señal más 
intensa que en condiciones basales, lo que indica una mayor actividad transcripcional de NF-κB.  
5.4. Efecto de AA y PQ en la respuesta inflamatoria de sinoviocitos humanos en cultivo 
 Una vez determinado que AA y PQ son capaces, al igual de OLI, de inducir una disfunción 
mitocondrial que lleva a la producción de ROS y una ligera activación de NF-κB, se determinó su 
efecto en la expresión de los mediadores inflamatorios COX-2 e IL-8 en el sinoviocito humano en 
cultivo. Como se observa en la Figura 53A, AA induce por sí sola un incremento dosis-
dependiente en la expresión de COX-2 evaluada mediante citometría de flujo tras 6 h de 
estimulación. Además, cuando se induce disfunción mitocondrial con AA 5 µg/ml durante 30 min 
previamente a la estimulación con IL-1β 0.1 ng/ml, la expresión de COX-2 se incrementa 
sinérgicamente, al igual que lo encontrado con OLI.  
Por su parte, PQ es capaz de inducir un leve pero significativo incremento en la 
producción de IL-8, evaluada mediante ELISA, a la dosis de 1 mM tras 9 h de incubación. 
Además, cuando las células se preincubaron con PQ antes de estimular con IL-1β 0.1 ng/ml, se 
produjo un efecto sinérgico de gran magnitud, superando en más de 4 veces la producción de IL-
8 inducida por IL-1β sola (Figura 53B). 
Figura 52. Estudio de la expresión y traslocación de p65 en sinoviocitos tratados con AA y PQ. La subunidad de 
NF-κB, p65, se detectó mediante inmunofluorescencia en sinoviocitos estimulados durante 40 min con AA 5 
µg/ml o PQ 1 mM. Para colocalizar núcleos y como control del número de células se realizó una contratinción con 







5.5. Viabilidad celular en los sinoviocitos tratados con AA o PQ 
 Como ya se ha mencionado en el apartado 3, resulta de especial relevancia en los 
estudios de inhibición de la función mitocondrial comprobar que las células no están sufriendo 
procesos de muerte. 
Como se observa en la Figura 54, la incubación con los inhibidores mitocondriales AA o 
PQ, solos o en combinación con IL-1β, no provocó ningún cambio significativo en el porcentaje 
de células en proceso de apoptosis respecto a la condición basal.  
Figura 53. Efecto de AA y PQ en la inducción de COX-2 e IL-8, respectivamente, en sinoviocitos humanos. 
A. La expresión proteica de COX-2 se evaluó en sinoviocitos tratados durante 6 h con AA (5 µg/ml y 10 
µg/ml), IL-1β 0.1 ng/ml, o IL-1β 0.1 ng/ml + AA 5 µg/ml. Los datos se expresan como la media ± EEM de la 
mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) relativa al basal, normalizado a 1 (n=5). B. La liberación de 
IL-8 se cuantificó tras 9 h de incubación con PQ (0.1 mM y 1 mM), IL-1β 0.1 ng/ml, o IL-1β 0.1 ng/ml + PQ 1 
mM. Los datos se expresan como la media ± EEM de la cantidad de IL-8 (en pg) liberada por 5x10
4
 células 









Por tanto, los resultados con AA y PQ demuestran que estos inhibidores mitocondriales 
pueden provocar en los sinoviocitos respuestas inflamatorias similares a las encontradas con 
OLI, apoyando la hipótesis de que la disfunción mitocondrial amplifica la respuesta inflamatoria 
inducida por IL-1β en sinoviocitos humanos normales en cultivo.  
 
6. EFECTO DE LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL SOBRE LA RESPUESTA ANGIOGÉNICA DE LOS 
SINOVIOCITOS HUMANOS NORMALES EN CULTIVO 
Figura 54. Determinación de la muerte celular 
inducida por AA o PQ en presencia o ausencia de IL-
1β. Los sinoviocitos se estimularon con los 
inhibidores mitocondriales AA y PQ solos; con IL-1β 
0.1 ng/ml; o con la combinación de IL-1β 0.1 ng/ml 
con cada inhibidor mitocondrial. La estimulación con 
actinomicina D (1 µg/ml) + TNFα  (10 ng/ml) (ActD + 
TNF) se utilizó como control positivo de muerte por 
apoptosis. Tras 6 h (A) o 9 h (B) de estimulación, los 
sinoviocitos se analizaron mediante citometría de 
flujo para determinar el porcentaje de células 
positivas para anexina V (FL1) y para IP (FL3). Los 
resultados se expresan como la media ± EEM del 
incremento relativo a la condición basal, normalizada 






6.1. Estudio de la activación del factor de transcripción HIF-1 en sinoviocitos con disfunción 
mitocondrial 
La angiogénesis es un proceso esencial en la formación y mantenimiento del pannus 
invasivo característico de la sinovial AR, y se ha demostrado que VEGF juega un papel central en 
este proceso. La disfunción mitocondrial, y el estrés oxidativo asociado, se relacionan con los 
niveles de HIF-1, un factor clave en la transcripción génica de VEGF. Por ello, en este apartado, 
se ha estudiado la relación entre la disfunción mitocondrial en sinoviocitos y la expresión de 
VEGF. Para ello, se ha estudiado en primer lugar la activación de HIF-1, el principal factor de 
transcripción involucrado en la inducción de la transcripción de VEGF y otros genes relacionados 
con la respuesta angiogénica, como las MMPs o también de la IL-8. En el EMSA de la Figura 55 se 
puede observar cómo la disfunción mitocondrial inducida por OLI es capaz de provocar una clara 
inducción de la actividad nuclear de HIF-1. Esta actividad inducida por OLI se ve levemente 







6.2. Estudio de la expresión de VEGF en sinoviocitos humanos con disfunción mitocondrial 
A continuación, se evaluaron los niveles de expresión de VEGF. Los resultados obtenidos 
mostraron que la exposición de los sinoviocitos durante 24 h a OLI provoca un aumento 
significativo de la expresión de ARNm de VEGF, llegando incluso a superar la expresión inducida 
por la citoquina proinflamatoria IL-1β 5 ng/ml. La presencia de IL-1β 0.1 ng/ml en el medio no 
supuso una diferencia significativa en la expresión de VEGF inducida por los sinoviocitos con 
disfunción mitocondrial (Figura 56).  
Figura 55: Actividad del factor de transcripción HIF-1 en sinoviocitos sometidos a disfunción 
mitocondrial en presencia de IL-1β. La actividad transcripcional de HIF-1 se determinó en sinoviocitos 
humanos mediante EMSA. Las células se estimularon con OLI 10 µg/ml durante 40 min, con IL-1β 0.1 
ng/ml durante 20 min, o con OLI durante 20 min seguido de IL-1β 0.1 ng/ml durante otros 20 min y, a 
continuación, se aislaron los extractos proteicos nucleares con los que se realizó el ensayo. En la figura 
se muestra una imagen representativa del EMSA de HIF-1 (A) y la cuantificación, mediante 
densitometrado de las bandas (B). En la gráfica, los datos se representan como media ± EEM de la 







6.3. Estudio de la capacidad de los sinoviocitos con disfunción mitocondrial para inducir la 
formación de tubos en células endoteliales 
Por último, se realizó un ensayo funcional para comprobar la capacidad de los 
sinoviocitos con disfunción mitocondrial para inducir angiogénesis en células endoteliales. Para 
ello, células endoteliales humanas se incubaron con los sobrenadantes obtenidos tras la 
incubación de los sinoviocitos con OLI durante 24 h y se determinó la capacidad de formación de 
tubos, una característica esencial del proceso de angiogénesis. Como se puede observar en la 
Figura 57, las células endoteliales incubadas con sobrenadantes procedentes de sinoviocitos con 
disfunción mitocondrial mostraron un mayor nivel de formación de estructuras tubulares.  
VEGF es un factor clave en el proceso de angiogénesis y, por tanto, en la formación de 
tubos. La mayor formación de tubos en la condición con el sobrenadante obtenido de 
sinoviocitos con disfunción mitocondrial probablemente se debería a que éstos secretan una 
mayor cantidad de VEGF y otros factores angiogénicos, como IL-8, al medio. Para comprobarlo, 
los sobrenadantes obtenidos de sinoviocitos tratados con OLI se incubaron con anticuerpos anti-
VEGF y anti-IL-8 durante 1 h a 37 ºC. Se produjo, por tanto, una neutralización de estos dos 
Figura 56. Efecto de la disfunción mitocondrial en la expresión génica de VEGF. La expresión de 
ARNm de VEGF se cuantificó tras 24 h de estimulación con IL-1β 5 ng/ml (control positivo), IL-1β 
0.1 ng/ml o con dosis crecientes de OLI y la combinación IL-1β 0.1 ng/ml + OLI 10 µg/ml. Los 
resultados se expresan como veces de incremento relativo a la condición basal, normalizada a 1 






factores angiogénicos previa a la incubación del sobrenadante con las células endoteliales. Tras 
24 h con las células endoteliales en una matriz tridimensional, se comprobó que el aumento en 
la formación de tubos inducido por los sobrenadantes con OLI apenas tuvo lugar cuando VEGF o 
IL-8 habían sido previamente bloqueados (Figura 57). Como control, también se incubaron los 
sobrenadantes procedentes de células estimuladas con OLI con una IgG control, y se observó 
que no produjo ningún cambio en el nivel de formación de tubos respecto a la condición con OLI. 
Estos datos confirman que la secreción de los mediadores angiogénicos VEGF e IL-8 por los 
sinoviocitos con disfunción mitocondrial es en parte responsable de la inducción de la respuesta 
angiogénica.  
Se ha descartado que los efectos encontrados puedan ser debidos a la interacción 
directa de OLI con las células endoteliales. Este tipo de control se realizó mediante ensayos de 
formación de tubos con medio de cultivo incubado durante 24 h en placas sin sinoviocitos pero 
con los estímulos correspondientes. En estas condiciones, no se detectó ninguna diferencia en el 
grado de formación de tubos entre los “sobrenadantes” basales o con OLI. 
 
 
Figura 57. Ensayo de formación de tubos endoteliales mediado por los sobrenadantes de 
sinoviocitos con disfunción mitocondrial. La formación de tubos endoteliales se cuantificó tras 
24 h de incubación de las células endoteliales en una matriz tridimensional en contacto con los 
sobrenadantes obtenidos del cultivo de sinoviocitos durante 24 h bajo condiciones basales o en 
presencia de OLI (n=3). El efecto de VEGF e IL-8 se evaluó inactivando estos mediadores con 
anticuerpos de ratón específicos (n=2). Los resultados se muestran como la media ± EEM de la 
longitud total de tubos formados (en µm) por mm
2






 Estos resultados demuestran que la disfunción mitocondrial provoca en los sinoviocitos 
una respuesta de características angiogénicas, al inducir la activación de HIF-1 así como un 
incremento en la expresión de VEGF. Esta respuesta de los sinoviocitos con disfunción 







7. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA MODULACIÓN DE LA RESPUESTA PATOLÓGICA INDUCIDA 
POR DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL 
El RSV ha mostrado poseer propiedades antiinflamatorias y antioxidantes en numerosos 
estudios a lo largo de los últimos años. En este estudio se evaluó la capacidad de este 
compuesto para prevenir los efectos proinflamatorios de la disfunción mitocondrial en los 
sinoviocitos humanos normales en cultivo.  
7.1. Efecto del RSV sobre la producción de ROS inducida por OLI 
Se evaluó en primer lugar la capacidad antioxidante del RSV en sinoviocitos expuestos a 
dosis crecientes de OLI durante 15 min. Para ello, se determinó la producción de H2O2 
(intensidad de fluorescencia de DCFH evaluada mediante citometría de flujo) inducida con cada 
dosis de OLI frente a la misma dosis pretratada con RSV durante 30 min. En la Figura 58A se 
puede observar una reducción de la producción de ROS inducida por todas las dosis de OLI de 
entre el 50 y el 60% en las células sinoviales pretratadas con RSV (*P≤0.05, n=6). 
Se obtuvieron resultados similares cuando se determinó la producción de O2
- empleando 
el fluoróforo DHE. Como se observa en la Figura 58B, se produjo una disminución de la 
intensidad de fluorescencia de DHE en las células que fueron pretratadas con RSV antes de la 
estimulación con OLI. 








7.2. Efecto del RSV sobre la activación de NF-κB inducida por OLI 
En otros estudios se ha demostrado que el RSV puede modificar la actividad de factores 
de transcripción incluyendo NF-κB. En este apartado se evaluó esta interacción en las células 
sinoviales sometidas a disfunción mitocondrial más IL-1β. La actividad NF-κB se determinó 
mediante inmunofluorescencia de p65 y EMSA en sinoviocitos expuestos o no a un 
pretratamiento con RSV.  
En la Figura 59A se muestra una inmunofluorescencia representativa de la subunidad 
p65 en sinoviocitos estimulados con IL-1β + OLI o estimulados con IL-1β + OLI tras una 
Figura 58. Efecto del RSV en la producción de ROS inducida por la disfunción mitocondrial. A. 
Se evaluó la producción de H2O2 mediante citometría de flujo en sinoviocitos estimulados con 
dosis crecientes de OLI durante 15 min y preincubados o no con RSV (50 µM) durante 30 min 
(n=6, *P≤0.05). B. La producción de O2
-
 celular se determinó mediante coincubación de las 
células con DHE (10 µM). Los sinoviocitos fueron preincubados o no con RSV (50 µM) durante 
30 min antes de la incubación con OLI durante otros 30 min, en los que se añadió el DHE. A la 
izquierda se muestran imágenes de fluorescencia representativas de los experimentos 
realizados (10X). A la derecha, la gráfica representa la media ± EEM del porcentaje de la 







preincubación de 30 min con RSV. En la imagen se puede observar una atenuación de la 
positividad de p65 en el núcleo de aquellas células preincubadas con RSV respecto a su 
condición control. La Figura 59B muestra una imagen representativa de EMSA de extractos 
nucleares procedentes de sinoviocitos bajo las mismas condiciones. El densitometrado de las 
bandas de retardo del EMSA (n=5) muestra una reducción significativa en la señal de NF-κB de 
aproximadamente un 45% (Figura 59C). 
 
 
Figura 59. Efecto del RSV en la activación de NF-κB inducida por la disfunción mitocondrial en presencia de IL-1β. A. 
Se evaluó la traslocación de p65 al núcleo mediante inmunofluorescencia en sinoviocitos preincubados o no con RSV 
(50 µM) durante 30 min antes de ser tratados con la combinación de IL-1β + OLI. Imagen representativa de n=3 
experimentos independientes. B. Imagen representativa de EMSA en la que se muestra la intensidad de unión de NF-






RSV (50 µM) antes del tratamiento con IL-1β + OLI (n=5). C. La gráfica muestra los niveles de unión de NF-κB al ADN en 
los ensayos de EMSA, expresados como media ± EEM del porcentaje de la intensidad de las bandas de la condición 
preincubada con RSV respecto a la no preincubada (n=5, *P≤0.05). 
 
7.3. Efecto del RSV sobre la expresión de mediadores inflamatorios inducidos por disfunción 
mitocondrial 
A continuación, se valoró la capacidad antiinflamatoria del RSV mediante la 
cuantificación de la expresión de los mediadores inflamatorios del estudio (COX-2, PGE2 e IL-8) 
inducida por la disfunción mitocondrial en combinación con IL-1β.  
Tras el estudio de los tres mediadores citados, se comprobó que el RSV es capaz de 
prevenir significativamente la respuesta inflamatoria inducida por IL-1β + OLI (Figura 60). 
Concretamente, el RSV produjo aproximadamente una reducción del 52% en la expresión de 




Figura 60. Efecto del RSV en la modulación de la respuesta inflamatoria inducida por la combinación de IL-1β + OLI. 
Los sinoviocitos se preincubaron o no durante 30 min con RSV (50 µM) antes de la estimulación con IL-1β + OLI. A. Tras 
6 h de incubación, se determinó la expresión de COX-2 en las células mediante citometría de flujo. Los datos se expresan 
como la media ± EEM de la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) relativa (n=7; *P≤0.05). B. Se cuantificó la 
liberación de PGE2 tras 9 h de incubación mediante ELISA. Los datos se expresan como la media ± EEM de la cantidad de 
PGE2 (en pg) liberada por 5x10
4
 células (n=3 experimentos independientes en duplicado; *P≤0.05). C. A las 9 h de 
incubación se determinó la concentración de IL-8 en los sobrenadantes mediante ELISA. Los datos se expresan como la 
media ± EEM de la cantidad de IL-8 (en pg) liberada por 5x10
4








7.4. Efecto del RSV sobre la expresión de VEGF y la inducción de la formación de tubos 
mediada por sinoviocitos con disfunción mitocondrial 
El RSV ha demostrado ser capaz de atenuar los efectos de la disfunción mitocondrial a 
distintos niveles. En concreto, ha mostrado una capacidad antioxidante en los sinoviocitos. Estas 
propiedades del RSV también podrían frenar la respuesta angiogénica de los sinoviocitos.  
Para comprobarlo, se determinó en primer lugar la expresión génica de VEGF en 
sinoviocitos con disfunción mitocondrial previamente tratados o no con RSV. Se observó que el 
RSV es capaz de disminuir la expresión de VEGF inducida por OLI en sinoviocitos humanos 
normales en cultivo en más de un 50% (Figura 61A). 
La capacidad de formación de tubos endoteliales se vio asimismo reducida cuando se 
utilizaron sobrenadantes de sinoviocitos que habían sido preincubados con RSV antes de la 










Los resultados obtenidos con RSV en este apartado muestran que este compuesto 
puede prevenir la respuesta patológica inducida en sinoviocitos por la disfunción mitocondrial. 
En concreto, se ha demostrado que RSV es capaz de reducir significativamente la generación de 
ROS; la activación de NF-κB y la liberación de los mediadores inflamatorios COX-2, PGE2 e IL-8; 
así como la expresión de VEGF y la capacidad de inducción de formación de tubos en células 
endoteliales.  
Figura 61. Modulación de los efectos 
angiogénicos de la disfunción mitocondrial 
mediante RSV. A. La expresión de ARNm de VEGF 
se determinó en sinoviocitos expuestos a OLI 10 
µg/ml durante 24 h preincubados o no con RSV 
(50 µM) durante 30 min. Los resultados se 
expresan como veces de incremento relativo a la 
condición basal (n=3). B. Imágenes 
representativas que muestran la formación de 
tubos inducida por los sobrenadantes de 
sinoviocitos tratados con OLI durante 24 h 
preincubados o no con RSV (50 µM) durante 30 
min. C. Cuantificación de la formación de tubos 
bajo las condiciones descritas en el anterior 
punto. Los resultados se muestran como la media 
± EEM de la longitud total de tubos formados (en 
µm) por mm
2







B. Papel de Nrf2 en la capacidad angiogénica de células 
endoteliales de arteria coronaria humanas 
 
 En este segundo bloque del estudio, se ha determinado en primer lugar la relación de los 
factores VEGF e IGF-1 con la modulación de la actividad transcripcional de Nrf2. A continuación, 
se han evaluado los efectos de la disfunción de Nrf2 en las propiedades que definen la capacidad 
angiogénica de las células endoteliales, así como en la sensibilidad de estas células a la 
apoptosis.  
 
1. EFECTO DE VEGF E IGF-1 SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE NRF2 EN CÉLULAS 
ENDOTELIALES DE ARTERIA CORONARIA HUMANAS EN CULTIVO 
 En primer lugar, se determinó el efecto de los factores proangiogénicos VEGF e IGF-1 en 
la actividad transcripcional de Nrf2 en células endoteliales humanas de arteria coronaria 
mediante ensayo de gen reportero. Para ello, las células endoteliales fueron transfectadas con la 
construcción de luciferasa de luciérnaga dirigida a Nrf2 y la construcción control de luciferasa de 
Renilla. Tras la estimulación con VEGF o IGF-1 durante 3 h se observó un incremento significativo 
en el ratio de actividad de la luciferasa de luciérnaga (normalizada frente a la actividad de la 
luciferasa de Renilla) respecto a la condición no tratada con ningún factor proangiogénico 
(Figura 62). El aumento de actividad de la luciferasa de luciérnaga es indicativo de un aumento 
proporcional de la actividad transcripcional de Nrf2 en células endoteliales estimuladas con 








Así, en este primer apartado del segundo bloque de Resultados, se confirma la 
capacidad de los factores IGF-1 y VEGF para inducir la actividad transcripcional de Nrf2 en células 
endoteliales de arteria coronaria. 
Figura 62: Actividad transcripcional de Nrf2 en células endoteliales humanas tratadas con 
IGF-1 o VEGF. El efecto de la estimulación durante 3 h con los factores proangiogénicos IGF-1 
(500 ng/ml) o VEGF (100 ng/ml) en la actividad transcripcional de Nrf2 se determinó mediante 
un ensayo dual de luciferasa. La actividad de la luciferasa de luciérnaga fue normalizada con la 
actividad de la luciferasa de Renilla. Los resultados se expresan como la media ± EEM del ratio 






 2. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE NRF2 EN LA CAPACIDAD ANGIOGÉNICA DE LAS CÉLULAS 
ENDOTELIALES DE LA ARTERIA CORONARIA HUMANAS 
Ya que los resultados anteriores parecen mostrar que Nrf2 está involucrado en el 
proceso de transducción de señales de los factores angiogénicos, se determinó el efecto de la 
disfunción de Nrf2 sobre la capacidad angiogénica de las células endoteliales humanas. Para ello, 
se analizaron distintas propiedades del proceso de angiogénesis (migración, proliferación, 
adhesión y formación de tubos).  
 
2.1. Efecto de la inhibición de Nrf2 en la capacidad de migración de las células endoteliales 
 La capacidad de migración de las células endoteliales hacia el foco del estímulo 
proangiogénico juega un papel esencial en el proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos. 
Para investigar el efecto de la inhibición de la señalización Nrf2 en la capacidad migratoria de las 
células endoteliales se llevó a cabo un ensayo de “cierre de herida” basado en la tecnología ECIS.  
Para llevar a cabo este ensayo, las células endoteliales transfectadas con ARNhc de Nrf2 
o con el vector control, y confluentes en cada pocillo de placa ECIS 8W1E, fueron sometidas a un 
campo eléctrico elevado que provocó la muerte y desprendimiento de aquellas células situadas 
sobre el electrodo activo. En este momento se añadió el factor proangiogénico VEGF y se 
comenzó a registrar el aumento de la resistencia en los electrodos a medida que las células 
circundantes ocupaban el espacio vacío.  
Los datos obtenidos demostraron que la inhibición de la señalización Nrf2 deteriora 
dramáticamente la capacidad de migración de las células endoteliales, ya que las células 
transfectadas con el ARNhc de Nrf2 necesitan un tiempo significativamente mayor para alcanzar 
el 50% de la máxima confluencia (Figura 63A). Así, conociendo el tamaño del electrodo activo 
(250 µm de diámetro) y el tiempo que necesitaron las células para volver a cubrir la “herida”, se 
calculó la tasa de migración para cada condición. La Figura 63B muestra la disminución 










2.2. Efecto de la inhibición de Nrf2 en la capacidad de proliferación de las células endoteliales 
La formación de nuevos vasos sanguíneos requiere nuevas células endoteliales para su 
formación. A diferencia de la vasculogénesis, que parte de células precursoras (angioblastos), la 
Figura 63: Cuantificación de la capacidad de migración de células endoteliales con silenciamiento de 
Nrf2. A. En el sistema ECIS se monitorizó la recuperación de la resistencia a lo largo del tiempo: desde la 
aplicación del campo eléctrico (5 mA durante 20 s a 60 kHz) hasta llegar al 100% de la resistencia, que 
corresponde al nivel de resistencia existente antes de la aplicación del pulso. La resistencia (a 4000 Hz) 
se registró cada 160 s en cada condición. En la gráfica se observa la diferencia en el tiempo empleado 
para llegar al 50% de la resistencia en el caso de las células control (t1) y de las células con ARNhc de 
Nrf2 (t2). Los datos representan la media ± EEM de n=6 experimentos independientes. B. La gráfica 
muestra la tasa de migración de las células de cada condición. La tasa de migración (en µm/h) se puede 
calcular conociendo las dimensiones del electrodo (radio de 125 µm) y los tiempos t1 y t2. Los resultados 








angiogénesis parte de vasos ya formados, de manera que son las células endoteliales de los 
vasos preexistentes las que deben proliferar para dar lugar a nuevas células endoteliales que 
formen el nuevo vaso. Por ello, la capacidad de proliferación de las células endoteliales es clave 
en el proceso de angiogénesis.  
Para evaluar la implicación de Nrf2 en la capacidad proliferativa de células endoteliales 
tras la incubación con VEGF o IGF-1 durante 24 h se compararon células control con células 
sometidas a silenciamiento de Nrf2. Los resultados mostraron que las células endoteliales con 
inhibición de la señalización Nrf2 presentan una fluorescencia de CFDA-SE significativamente 
mayor que las células endoteliales control, lo que indica que la capacidad de proliferación se ve 




2.3. Efecto de la inhibición de Nrf2 en la capacidad de adhesión de las células endoteliales  
Las células endoteliales que forman el nuevo vaso necesitan adherirse a la matriz 
extracelular, que constituye su soporte estructural. La interacción con la matriz extracelular 
constituye un paso requerido para la maduración del nuevo vaso. 
Figura 64: Capacidad proliferativa inducida por VEGF e IGF-1 de células endoteliales con silenciamiento 
de Nrf2. Mediante citometría de flujo, se determinó la intensidad de fluorescencia del CFSE-DA en 
células endoteliales control o con ARNhc de Nrf2 bajo estimulación con VEGF (100 ng/ml) o IGF-1 (500 
ng/ml) durante 24 h. Existe una correlación inversa entre la intensidad de fluorescencia y la capacidad de 
proliferación. Los datos son la media ± EEM de la intensidad de fluorescencia expresada en unidades 






Para comprobar si la inhibición de la señalización de Nrf2 afecta a la capacidad de 
adhesión de las células endoteliales a las proteínas de la matriz extracelular se realizaron dos 
aproximaciones metodológicas diferentes. 
En primer lugar, se determinó la adhesión a diferentes compuestos de la matriz 
extracelular (vitronectina, colágeno y laminina) de las células endoteliales con inhibición de la 
ruta Nrf2. Se comprobó que tanto el silenciamiento de Nrf2 con ARNhc como la sobreexpresión 
de Keap1 (su represor citoplasmático) con ADNc afectaron negativamente a la capacidad de 
adhesión de las células endoteliales a las proteínas de matriz estudiadas (Figura 65).  
Por otra parte, se determinó el tiempo necesario para que las células endoteliales 
control o con silenciamiento de Nrf2 se adhiriesen a pocillos revestidos con colágeno. Para ello, 
se registró la disminución de la capacitancia en las placas ECIS 8W1E desde el momento en que 
se sembraron en ellas las células a estudio (100%) y hasta llegar al punto de estabilización (0%) 
(Figura 66A). En la Figura 66B se puede observar cómo las células transfectadas con el ARNhc de 
Nrf2 necesitan un tiempo significativamente mayor que las células control para alcanzar el 50% 








Figura 65: Capacidad de adhesión a proteínas de la matriz extracelular inducida por VEGF e IGF-1 de 
células endoteliales con disfunción de Nrf2. Las células transfectadas con ARNhc de Nrf2, ADNc de Keap1 o 
vector control se sembraron en placas de 96 pocillos revestidos con vitronectina (arriba), colágeno (medio) 
o laminina (abajo) y se estimularon con VEGF 100 ng/ml (izquierda) o IGF-1 500 ng/ml (derecha) durante 3 
h. Para cada conjunto de resultados (VEGF e IGF) se tomó como valor de referencia (intensidad de 
fluorescencia = 1) el valor de la condición control de adhesión a vitronectina. Los datos son la media ± EEM 






       
 
 
2.4. Efecto de la inhibición de Nrf2 en la capacidad de formación de tubos de las células 
endoteliales  
Las células endoteliales son capaces de formar estructuras tridimensionales de tipo 
vascular (tubos) cuando se encuentran embebidas en una matriz. Esta capacidad conforma una 
buena medida de la capacidad angiogénica de las células.  
Por ello, se analizó la capacidad de formación de tubos en matrices tridimensionales de 
colágeno de las células endoteliales con inhibición de la ruta Nrf2 (por silenciamiento de Nrf2 o 
Figura 66: Tiempo de adhesión a colágeno inducida por VEGF de células endoteliales con disfunción de Nrf2. Las 
células transfectadas con ARNhc de Nrf2 o vector control se sembraron en placas ECIS revestidas con colágeno y 
se estimularon con VEGF. A. Gráfica temporal de la evolución de la capacitancia (inversamente proporcional a la 
adhesión celular) desde el momento en que se siembran las células hasta las 3 h, de las células control (línea con 
círculos blancos) y las células con silenciamiento de Nrf2 (líneas con círculos negros). B. La gráfica muestra la 
media ± EEM del tiempo (en h) necesario para conseguir el 50% de capacitancia (o 50% de adhesión) en cada 








sobreexpresión de Keap1) frente a las células endoteliales control. Los resultados mostraron que 
mientras que las células control son capaces de formar redes capilares elaboradas en presencia 
de VEGF o IGF-1, las células que presentan inhibición de la señalización Nrf2 sufren una 







Figura 67: Formación de tubos inducida por VEGF e IGF-1 en células endoteliales con disfunción de Nrf2. Las 
células control o con silenciamiento de Nrf2 o sobreexpresión de Keap1 se sembraron sobre Matrigel y se 
estimularon con VEGF 100 ng/ml o IGF-1 500 ng/ml durante 24 h. A. Imágenes representativas de las estructuras 
tubulares formadas en células control, transfectadas con ARNhc de Nrf2 o con ADNc de Keap1 y estimuladas con 
VEGF o IGF-1. B. Las gráficas muestran la media ± EEM de la longitud de estructuras tubulares encontradas por 
área en cada condición experimental (en µm/mm
2
) cuando se estimularon con VEGF (izquierda) o con IGF-1 






En conjunto, los resultados de este apartado demuestran que la inhibición de la 
señalización de Nrf2 compromete la capacidad angiogénica de las células endoteliales de arteria 
coronaria humanas, al reducir la capacidad de migración, proliferación, adhesión y formación de 






3. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE NRF2 EN LA SENSIBILIDAD A LA APOPTOSIS DE LAS 
CÉLULAS ENDOTELIALES DE LA ARTERIA CORONARIA HUMANAS   
 La sensibilidad de las células endoteliales a la apoptosis ante un estrés es uno de los 
factores que condiciona la capacidad angiogénica, de manera que una alta sensibilidad a la 
apoptosis contribuye a una capacidad angiogénica reducida, y además contribuye al proceso de 
rarefacción observado en ciertos tejidos con el envejecimiento.  
 En este trabajo se ha investigado si el silenciamiento de Nrf2 afecta a la supervivencia 
celular bajo condiciones basales o bajo el tratamiento con estímulos proapoptóticos: H2O2, altas 
concentraciones de glucosa y LDLox. Para evaluar el grado de supervivencia o apoptosis, se 
midió la actividad de las caspasas 3/7. 
 Los resultados han mostrado que las células endoteliales con silenciamiento de Nrf2 
muestran una actividad de caspasas 3/7 significativamente mayor que las células control. 
Además, el silenciamiento de Nrf2 provocó una sensibilización de las células a los estímulos 
proapoptóticos, de manera que la actividad de las caspasas 3/7 inducida por todos los estímulos 
empleados es significativamente mayor en células con silenciamiento de Nrf2 que en células 











Por tanto, se demuestra en este último apartado que la disfunción de la señalización 
Nrf2 provoca una sensibilización de las células endoteliales a la apoptosis. 
Figura 68: Actividad de las caspasas 3/7 en células endoteliales con silenciamiento de Nrf2 en 
condiciones basales o tratadas con estímulos apoptóticos. Se evaluó la actividad de las caspasas 3/7 
como medida de muerte celular en células control o con ARNhc de Nrf2. Las células de ambos grupos 
experimentales se sometieron a condiciones basales o proapoptóticas (H2O2, altas concentraciones 
de glucosa o LDL oxidado) durante 18 h. Los resultados se expresan como la media ± EEM de la 
intensidad de fluorescencia relativa a la condición basal de las células control (n=6; *P<0.05 vs. basal 




















A. Estudio del efecto de la disfunción mitocondrial sobre la respuesta 
inflamatoria del sinoviocito humano normal en cultivo 
 
Los resultados presentados en este bloque han permitido identificar a la mitocondria 
como un elemento importante en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y angiogénica en 
sinoviocitos humanos normales en cultivo.  
En este trabajo se ha demostrado que una disfunción mitocondrial en los sinoviocitos 
induce una leve respuesta inflamatoria en estas células, produciendo la liberación de PGE2 e IL-8. 
De especial relevancia resulta el hecho de que los sinoviocitos que sufren disfunción 
mitocondrial responden a la citoquina proinflamatoria IL-1β con mayor intensidad en cuanto a la 
inducción de la respuesta inflamatoria. Es decir, que la disfunción mitocondrial provoca que los 
sinoviocitos sean más sensibles a las citoquinas proinflamatorias presentes en su ambiente. En 
cuanto a los mediadores implicados en la ruta de transducción de señales que llevan a la 
respuesta inflamatoria descrita, se ha confirmado la participación de ROS y del factor de 
transcripción NF-κB. AP-1 también podría estar contribuyendo a la expresión inflamatoria, ya 
que se encuentra activado en células con disfunción mitocondrial tanto en presencia como en 
ausencia de IL-1β. Por su parte, la activación de caspasas es otro factor que podría estar 
involucrado en el desarrollo de la respuesta inflamatoria inducida por disfunción mitocondrial en 
los sinoviocitos. En este sentido, es probable que el inflamasoma, por medio de la activación de 
la caspasa-1, desempeñe un papel importante en esta ruta.  
Además de mediante la liberación de mediadores inflamatorios, la disfunción 
mitocondrial también puede participar en la respuesta inflamatoria provocando el 
desencadenamiento del proceso angiogénico. Así, en este trabajo se ha demostrado que 
sinoviocitos que presentan daño mitocondrial liberan una mayor cantidad de VEGF y otros 
factores que estimulan la formación de nuevos vasos sanguíneos.  
Por último, se ha demostrado que el tratamiento con RSV es capaz de controlar la 
respuesta inflamatoria y angiogénica inducida por la disfunción mitocondrial en sinoviocitos 






Teniendo en cuenta la implicación del estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial en 
AR, estos resultados pueden ser de gran relevancia fisiológica y contribuir a la comprensión de 
su patofisiología.   
La AR es una enfermedad compleja, cuya etiología no ha sido completamente elucidada 
todavía aunque se sabe que ésta presenta un componente genético, un componente ambiental 
y un componente hormonal que justifica su mayor incidencia en mujeres. Además diversos 
estudios han aportado información sobre la implicación del daño mitocondrial y el estrés 
oxidativo en la patología de la AR. Así, se ha determinado que el ADNmt de los sinoviocitos de 
pacientes AR presenta una mayor tasa de mutagénesis y estrés oxidativo y se ha detectado 
disfunción mitocondrial en sinoviocitos artríticos así como en linfocitos periféricos de pacientes 
AR (75-79). Los niveles de estrés oxidativo resultantes se relacionan con el grado de inflamación 
del tejido y, por tanto, de actividad de la enfermedad (81, 82). Si el estrés oxidativo y la 
disfunción mitocondrial son causa o consecuencia de la enfermedad todavía constituye una 
incógnita (154).  
Para reproducir en sinoviocitos normales el daño mitocondrial que ocurre en los 
sinoviocitos AR y poder estudiar así su efecto, en este trabajo se realizó un modelo in vitro de 
disfunción mitocondrial en sinoviocitos inducido por OLI, un inhibidor de la ATP sintasa 
mitocondrial. Los inhibidores químicos de los diferentes complejos mitocondriales que 
participan en la fosforilación oxidativa han sido ampliamente utilizados para simular patologías 
relacionadas con la mitocondria, o provocar alguna de sus características, tanto in vitro como in 
vivo. Por ejemplo, rotenona (un inhibidor del complejo I de la CRM) o AA (inhibidor del complejo 
III) reproducen los efectos de enfermedades especialmente degenerativas, como Alzheimer o 
Parkinson, mientras que OLI ha mostrado reproducir los efectos de la uremia (155-157). 
En el presente estudio se comprobó, en primer lugar, que efectivamente OLI induce una 
disfunción mitocondrial en los sinoviocitos en cultivo. La inducción de la disfunción se evaluó 
mediante la valoración de distintos aspectos de la función mitocondrial. En concreto, se observó 
una disminución dosis-dependiente del potencial de membrana mitocondrial, así como una 
disminución de un 18% en la producción de ATP celular. Además, OLI también ha demostrado 
ser capaz de disminuir hasta un 50% la tasa de consumo de oxígeno de sinoviocitos de rata Lewis 






La teoría quimiosmótica explica cómo la síntesis de ATP y la transferencia electrónica 
son dos procesos que, salvo excepciones, están acoplados. OLI es un antibiótico que interacciona 
directamente con la ATP sintasa bloqueando el flujo de retorno de los protones a la matriz 
mitocondrial a través del canal de la ATP sintasa. Detiene, por tanto, la síntesis de ATP 
mitocondrial, provocando una disminución en sus niveles. Sin embargo, la CRM continúa 
expulsando más protones al espacio intermembrana. Así, se genera un mayor gradiente de 
protones, lo que conlleva una hiperpolarización de la membrana mitocondrial, y que la tasa de 
tasa de transporte electrónico a través de la cadena sea más lenta. Cuando se ralentiza la cadena 
respiratoria, más electrones se desvían de la ruta a través de los complejos, resultando en una 
mayor producción de ROS (158, 159). Así, la fuerza protón-motriz aumenta hasta que llega al 
punto en que el coste energético del bombeo de protones fuera de la matriz en contra de 
gradiente es igual o superior a la energía liberada por la transferencia electrónica. En este 
momento, el flujo de electrones se detiene y los protones son devueltos a la matriz mitocondrial 
a favor de gradiente a través de transportadores hasta que el gradiente desaparece y la 
mitocondria pasa a un estado de despolarización. Cuando existe una disminución en la actividad 
de la CRM, se activan mecanismos compensatorios para la síntesis de ATP, como un aumento de 
la tasa de glucolisis, y se produce un aumento en la producción de O2
- mitocondrial (160). Estos 
resultados concuerdan con el incremento de la actividad glucolítica observada en los sinoviocitos 
AR, una característica de gran relevancia en su patogénesis (161). Además, la falta de ATP puede 
interferir con la expulsión de Ca+2, siendo por tanto retenido en la mitocondria y provocando la 
producción de ROS (147, 162). 
Cuando se determinó la producción de ROS en los sinoviocitos incubados con el 
inhibidor mitocondrial OLI, se comprobó que éste provocaba un incremento dosis-dependiente 
de la producción de O2
- mitocondrial y citosólico (evaluado mediante microscopía óptica de 
fluorescencia con los fluoróforos mitoSOX red y DHE, respectivamente), que se corresponde con 
el aumento en la detección de H2O2 observado por citometría de flujo con el fluoróforo DCFH.  
La mayoría de los experimentos se realizaron dentro de las primeras 9 h de estimulación 
de los sinoviocitos, tiempos a los que no se detectaron diferencias significativas en la viabilidad 






la muerte celular en los tiempos de incubación utilizados (4h, 6h y 9h), excepto por un pequeño 
incremento en la apoptosis con la mayor dosis de OLI empleada (25 µg/ml).  
Una vez demostrada la validez del modelo de disfunción mitocondrial, y confirmado el 
incremento en la producción de ROS, este trabajo se ha centrado en la implicación de dicha 
disfunción en la respuesta inflamatoria del sinoviocito humano. Los sinoviocitos son células 
altamente secretoras de mediadores inflamatorios y son consideradas el principal tipo celular 
responsable del daño articular en las artritis inflamatorias (163). Ante estímulos 
proinflamatorios, estas células producen una gran variedad de citoquinas inflamatorias y 
moléculas efectoras, destacando por su relevancia la enzima COX-2, entre otras. El sistema COX-
1/COX-2 está ampliamente involucrado en la regulación de las rutas inflamatorias en la sinovial. 
Como ya se ha explicado con anterioridad, COX-1 se expresa de manera constitutiva mientras 
que COX-2 se expresa de manera inducible en respuesta a determinados estímulos 
proinflamatorios, como IL-1β (38).  
La expresión de COX-2 se encuentra incrementada en sinoviocitos de la íntima en 
distintos tipos de artritis inflamatorias (AR, espondilitis anquilosante o artritis psoriásica), pero 
también en otros tipos celulares presentes en las articulaciones afectadas por estas 
enfermedades, como en condrocitos, en el endotelio de los vasos sanguíneos y células de la capa 
subíntima de la sinovial. Esta expresión se eleva en relación al grado de infiltración de la sinovial 
y es significativamente mayor que en articulaciones de pacientes afectados con artrosis (164). 
En este trabajo se ha demostrado que los sinoviocitos que sufren una disfunción 
mitocondrial presentan una expresión génica y proteica de COX-2 significativamente mayor que 
aquellos sinoviocitos sin disfunción. Esta expresión aumenta de manera proporcional a la dosis 
de OLI utilizada, es decir, al grado de disfunción mitocondrial. Por el contrario, la expresión de la 
isoforma constitutiva COX-1 no se vio modificada con ninguna de las dosis utilizadas. Además, se 
ha demostrado que el aumento de la expresión de COX-2 en sinoviocitos con disfunción 
mitocondrial lleva consigo un aumento proporcional en la producción de PGE2.  
Por su parte, las quimioquinas son moléculas de gran importancia en la patología AR, ya 
que facilitan, entre otros procesos, el infiltrado de las células inflamatorias. IL-8 es una de las 






expresada en el tejido y el líquido sinovial de los pacientes afectados. En este estudio, cuando se 
indujo disfunción mitocondrial en los sinoviocitos mediante el tratamiento con OLI, la expresión 
de IL-8 aumentó significativamente, tanto a nivel de ARNm como a nivel proteico.  
Por tanto, la disfunción mitocondrial en los sinoviocitos induce la producción de COX-2 y 
PGE2 así como la liberación de IL-8. Se trata de una estimulación de la respuesta inflamatoria de 
proporciones moderadas, que sin embargo puede jugar un papel importante en el deterioro 
celular del sinoviocito y en la creación de un ciclo de retroalimentación de estrés oxidativo.  
Resultados in vivo encontrados en nuestro grupo, han confirmado parcialmente los 
resultados de este estudio in vitro. Así, se ha demostrado que la inyección intraarticular de OLI 
en rodillas de ratas Lewis induce una respuesta oxidativa en la sinovial, así como una clara 
respuesta inflamatoria en la articulación evidente tanto macroscópicamente (aumento del 
diámetro articular) como microscópicamente (aumento de la hiperplasia, infiltrado de células 
inflamatorias, y aumento en la expresión de IL-8 en la sinovial) (165). 
Además, esta disfunción mitocondrial ejerce otro efecto de mayor relevancia fisiológica 
sobre el sinoviocito humano. Con el envejecimiento, y en mucha mayor medida con la aparición 
de enfermedades inflamatorias como la AR, los niveles de citoquinas proinflamatorias aumentan 
tanto en suero como en tejidos. En concreto, en el tejido sinovial la IL-1β es una de las citoquinas 
proinflamatorias más abundantes y características, que induce la producción de gran variedad 
de mediadores inflamatorios entre los cuales se encuentran PGE2 e IL-8. IL-1β se encuentra en 
elevadas concentraciones en la membrana y líquido sinovial reumatoide, presentándose en un 
rango de entre 100 – 200 pg/ml (166). Además, sus niveles se correlacionan con la actividad de 
la enfermedad (167). En este estudio se ha demostrado que sinoviocitos con una disfunción 
mitocondrial presentan una respuesta inflamatoria exacerbada a IL-1β (utilizada en dosis 
similares a las encontradas en la sinovial AR) respecto a aquellos con mitocondrias sanas, 
actuando el tratamiento con OLI y la IL-1β de manera sinérgica para la producción de COX-2, 
PGE2 e IL-8. Así, sinoviocitos cuyas mitocondrias se encuentran dañadas pueden presentar la 
misma expresión génica de COX-2 en respuesta a IL-1β que sinoviocitos con mitocondrias sanas 
en respuesta a una dosis 50 veces mayor de IL-1β (IL-1 β 0.1 ng/ml vs IL-1β 5 ng/ml). El 
porcentaje de incremento de COX-2 inducido por la combinación de IL-1β + OLI fue 






Estos resultados son apoyados por estudios previos en nuestro laboratorio en los que se 
demuestra que la disfunción mitocondrial es capaz de incrementar la producción de COX-2 y 
PGE2, así como de IL-8, en condrocitos humanos normales en cultivo (138, 147). Además, la 
producción de estos tres mediadores en condrocitos con disfunción mitocondrial se ve 
igualmente exacerbada en presencia de IL-1β o TNFα (138).  
La inflamación crónica se perpetúa y se amplifica a sí misma a través de numerosos 
ciclos de retroalimentación que actúan de manera autocrina y paracrina. Así, se ha demostrado, 
por ejemplo, que la liberación de PGE2 puede contribuir a la generación de un ciclo de 
retroalimentación positivo que estabiliza el ARNm de COX-2 y aumenta la síntesis proteica de 
COX-2 en sinoviocitos a través de la activación de p38 (168). También se ha demostrado que la 
expresión de COX-2 y, consiguientemente, los niveles de PGE2 pueden ser inducidos por el 4-
hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (169, 170). El 4-HNE es un aldehído formado por la peroxidación 
lipídica de ácidos grasos 6-poliinsaturados por el radical O2
-. Reacciona con otras moléculas 
como proteínas o ADN, actuando por tanto también como inductor de estrés oxidativo en la 
célula. Así, es capaz de provocar daño sobre proteínas mitocondriales, lo que puede agravar la 
disfunción mitocondrial, o sobre otras proteínas, a las que además confiere potencial 
inmunogénico. Por todo ello, juega un papel destacable en inflamación, correlacionándose sus 
niveles con la actividad de la enfermedad en pacientes con artritis inflamatorias (171).  
La producción de PGE2 ejerce efectos anti-anabólicos, disminuyendo la síntesis de 
proteoglicanos y la expresión génica del agrecano. Resulta de gran interés destacar que PGE2 
promueve la expresión de IL-1β en condrocitos articulares, y que actúa de forma sinérgica con 
IL-1β en la inducción de la expresión de IL-6 y la enzima iNOS, amplificando así el proceso 
inflamatorio en la articulación (172). Todo ello confiere una mayor relevancia fisiológica a los 
resultados del presente estudio, ya que la disfunción mitocondrial desencadenará una 
amplificación de la respuesta inflamatoria a distintos niveles.  
Es importante destacar que cuando se evaluó el efecto de otros compuestos que 
inducen disfunción mitocondrial, como el inhibidor del complejo III de la CRM AA o el 
prooxidante mitocondrial PQ, se comprobó que éstos presentan efectos similares a OLI. En 
concreto, inducen la respuesta inflamatoria de los sinoviocitos humanos normales y amplifican 






La CRM es una importante fuente de producción de ROS. Como se ha mencionado 
anteriormente, el tratamiento de los sinoviocitos con el inhibidor de la ATP sintasa, OLI, induce 
la producción de ROS tanto citoplasmáticas como mitocondriales. Las ROS producidas, que 
tienen la capacidad de oxidar sustratos, actuando como segundos mensajeros, están 
involucrados en la señalización de la respuesta inflamatoria. Cuando los sinoviocitos se 
preincubaron con un antioxidante general, NAC, la producción de COX-2 inducida por la 
disfunción mitocondrial en presencia y en ausencia de IL-1β disminuyó significativamente. El 
antioxidante mitoTEMPO, que secuestra selectivamente las ROS de origen mitocondrial, mostró 
un efecto similar reduciendo la liberación de IL-8, demostrando así que una parte del efecto 
inflamatorio de la disfunción mitocondrial es atribuible a las ROS liberadas por la mitocondria.  
La interacción entre el estrés oxidativo y la inflamación se hace patente también en 
otros tipos celulares. Así, la disfunción mitocondrial también ha demostrado aumentar la 
generación de ROS originando el incremento de mediadores inflamatorios o acumulación de 
células inflamatorias en las vías respiratorias, en condrocitos o en células de fibrosarcoma (138, 
147, 173, 174). Además, la ruta de biosíntesis de prostaglandinas produce varias especies 
reactivas, lo que puede exacerbar las condiciones oxidativas, y por tanto inflamatorias, y 
promover el daño tisular, llevando a un ciclo que se retroalimenta y se hace cada vez más difícil 
de detener (175).  
Como ya se ha descrito, los tejidos de las articulaciones que sufren las artritis 
inflamatorias están expuestos a docenas, o quizá cientos, de estímulos (inflamatorios, 
antiinflamatorios, proapoptóticos, antiapoptóticos, de supervivencia, quimiotácticos, 
angiogénicos, factores de crecimiento, etc). Sin embargo, tan sólo unos pocos factores de 
transcripción inducibles, como AP-1, NF-κB, C/EBPs (CCAAT/enhancer binding proteins), STATs 
(signal transducers and activators of transcription), NF-AT (nuclear factor of activated T cells), 
son los responsables de la regulación de estos genes. El factor de transcripción NF-κB es uno de 
los más estudiados y es sensible al estado redox celular. Se trata de un factor de gran 
importancia en la patología inflamatoria, que juega un papel clave en la iniciación y la 
perpetuación de la inflamación crónica en AR. Se han encontrado más de 150 genes diana de NF-
κB, muchos de los cuales son mediadores importantes de la patología AR (56). Entre estos genes 






Las ROS pueden activar las IKK, directamente o mediante el intermediario 4-HNE, que 
fosforilan el inhibidor IκB y ello provoca la traslocación al núcleo de NF-κB, suponiendo así un 
paso intermedio entre la disfunción mitocondrial y la señalización COX-2/ NF-κB (176).   
Este factor de transcripción, debido a su gran implicación en la patología de la AR y su 
sensibilidad al estrés oxidativo, resulta un candidato perfecto para explicar la inducción y 
amplificación de la señal inflamatoria en este estudio. Por ello, se ha comprobado en primer 
lugar que la disfunción mitocondrial induce la activación de NF-κB y potencia la activación de 
éste inducida por IL-1β. Otros grupos han obtenido resultados similares, en los que se demuestra 
una mayor activación de NF-κB bajo condiciones de disfunción mitocondrial (96, 174). La técnica 
de EMSA permite evaluar la capacidad de unión de NF-κB a su secuencia consenso. Los 
complejos de NF-κB presentes en los extractos nucleares de los sinoviocitos sometidos a 
disfunción mitocondrial presentan generalmente una capacidad de unión a la sonda de ADN con 
su secuencia consenso sólo débilmente incrementada respecto a sinoviocitos sin disfunción, a 
pesar de la gran producción de ROS inducida por OLI. Se ha descrito que el NF-κB oxidado sufre 
una disminución en la capacidad de unión al ADN, y que ésta es restaurada en presencia de 
enzimas reductoras como la tiorredoxina (177). Se podría argumentar, por tanto, que los 
sinoviocitos en cultivo con disfunción mitocondrial presentan unos niveles de ROS que oxidan al 
complejo NF-κB reduciendo su capacidad de unión al ADN. Sin embargo, en presencia de IL-1β, 
un conocido inductor de tiorredoxina, la unión al ADN se restaura, mostrando así una mayor 
señal en el EMSA.  
Mediante el uso del inhibidor de NF-κB, BAY, se confirmó que esta activación de NF-κB 
inducida por la disfunción mitocondrial en presencia de IL-1β, es responsable de la inducción de 
la respuesta inflamatoria. NF-κB, por tanto, sería un factor de transcripción esencial para el 
desarrollo de la respuesta inflamatoria inducida por la disfunción mitocondrial en sinoviocitos 
humanos.  
NF-κB es un factor crítico en múltiples procesos y, como tal, debe estar sujeto a una 
estrecha regulación, que implica modificaciones post-transcripcionales de las proteínas de NF-
κB, así como la intervención de diversos co-activadores o co-represores; y también debe estar 
coordinado con otros sistemas de señalización como AP-1 o HIF-1, con los que puede establecer 






mitocondrial puede modular también la actividad de los factores de transcripción AP-1 e HIF-1 
en presencia o no de IL-1β. La activación de estos factores puede contribuir también a la 
inducción y amplificación de la respuesta inflamatoria, constituyendo una posible explicación al 
efecto sinérgico encontrado en la respuesta inflamatoria inducida por IL-1β en células con 
disfunción mitocondrial.  
Por su parte, el factor de transcripción Nrf2 juega un papel importante en el intento de 
contrarrestar el estrés oxidativo en las células. En este sentido, Nrf2 induce la expresión de 
enzimas detoxificantes de fase II como HO-1, NQO1 o GCL en las células sometidas a estrés 
oxidativo. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que Nrf2 se encuentra activado en 
los sinoviocitos humanos a los que se le ha inducido disfunción mitocondrial con OLI. Se trata de 
un resultado esperable ya que, como se ha comentado anteriormente, la activación de Nrf2 
constituye la principal defensa antioxidante de la célula. Sin embargo, esta activación parece no 
ser suficiente para hacer frente a la carga oxidativa y a la activación de factores proinflamatorios 
provocada por la disfunción mitocondrial. Así, otros estudios han encontrado una mayor 
activación de Nrf2 y mayores niveles de sus enzimas relacionadas en pacientes AR (68, 69). Se 
observa, por tanto, que la respuesta inflamatoria tiene lugar a pesar del incremento de la 
actividad transcripcional de Nrf2. Sin embargo, es importante destacar que juega un importante 
papel protector ya que la ausencia de este factor en ratones knockout provocó una mayor 
severidad de la artritis induciendo una mayor inducción de mediadores inflamatorios en la 
sinovial, angiogénesis y destrucción de cartílago articular (68, 70). Como se ha comentado 
anteriormente, la actividad de este factor protector se ve deteriorada durante el 
envejecimiento, lo que podría contribuir al empeoramiento de la enfermedad AR en edades 
avanzadas. 
Un posible mecanismo que puede explicar el fenómeno sinérgico entre la disfunción 
mitocondrial y la IL-1β es la activación del inflamasoma. Como se ha comentado previamente, la 
proteína NLRP3 (NOD-like receptor-related protein 3) es un receptor citosólico que actúa como 
un sensor de señales de estrés (DAMPs), incluyendo proteínas oxidadas o señales de daño 
mitocondrial (como ADNmt o péptidos formilados). Además, se ha demostrado que la 
generación mitocondrial de ROS es necesaria para la activación de NLRP3 (179, 180). Así, la 






formación del NLRP3 inflamasoma y, en consecuencia, a la activación de la caspasa-1, que es la 
encargada de la escisión de la pro-IL-1β. Las rutas de NF-κB y NLRP3 inflamasoma pueden actuar 
conjuntamente activando citoquinas inflamatorias, lo que lleva a una sobreestimulación de la 
respuesta inflamatoria (181-183).  
Es probable que este mecanismo participe en la amplificación de la respuesta 
inflamatoria observada en los sinoviocitos humanos con disfunción mitocondrial en presencia de 
IL-1β. Mediante la unión al receptor IL-1R, la IL-1β presente en el medio induciría la activación de 
NF-κB y/o AP-1, un primer paso necesario (comúnmente denominado priming o cebado) que 
resulta en la transcripción de pro- IL-1β y pro-IL-18. Por su parte, ROS mitocondriales, además de 
inducir la activación de los factores de transcripción sensibles al estado redox, también induciría 
(mediante mecanismos todavía desconocidos) la formación y activación del inflamasoma. Ello 
conduce a la maduración de la caspasa-1, que a su vez escindiría las pro- IL-1β y pro-IL-18 para 
convertirlas en sus formas activas, de manera que son liberadas para retroalimentar el ciclo de 
señalización y amplificar la respuesta inflamatoria (Figura 69). Así, cuando se inhibió la activación 
de la caspasa-1 con el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK en sinoviocitos con disfunción 
mitocondrial en presencia de IL-1β, la liberación de mediadores inflamatorios se redujo, 
indicando que las caspasas, y presumiblemente la caspasa-1, podrían estar involucradas en la 
respuesta inflamatoria. De hecho, se ha descrito una activación de la caspasa-1 desde las fases 
tempranas de la AR (184). Por todo ello, la implicación del inflamasoma en la patogénesis de la 
AR constituye una posibilidad que merece mayor estudio. También se ha propuesto la 
participación del inflamasoma en diversas enfermedades relacionadas con disfunción 
mitocondrial e inflamación, como en la enfermedad de Crohn, Parkinson, Alzheimer o diabetes 
















Figura 69: Posible vía de amplificación de la respuesta inflamatoria en sinoviocitos con disfunción 
mitocondrial mediante la activación del inflamasoma. La unión de la citoquina IL-1β a su receptor induce una 
cascada de señalización que culmina con la activación de NF-κB y/o AP-1 y la transcripción génica de 
mediadores inflamatorios como IL-8 y COX-2 y las formas inmaduras pro-IL-1β y pro-IL-18. Estas últimas 
citoquinas se convierten en las formas maduras al sufrir la escisión proteolítica mediada por caspasa-1. Por su 
parte, la caspasa-1 sufre la maduración proteolítica desde la forma de pro-caspasa-1 cuando se activa el 
inflamasoma. El inflamasoma se activa en respuesta a multitud de estímulos, entre los que se encuentran 
señales derivadas del daño mitocondrial. En sinoviocitos con disfunción mitocondrial, la liberación de ROS 
sería capaz de inducir la activación del inflamasoma, así como de contribuir a la activación de los factores de 
transcripción sensibles al estado redox NF-κB y AP-1. La maduración de la citoquina IL-1β y su secreción 
propiciada por la activación del inflamasoma sería responsable de la amplificación de la señal inflamatoria, 
induciendo también la transcripción de NLRP3 para aumentar sus niveles. El tratamiento de los sinoviocitos 








Un hecho de vital importancia a la hora de evaluar la respuesta inflamatoria en la 
sinovial artrítica es el estado hipóxico del tejido. Las articulaciones afectadas por artritis 
inflamatorias presentan un ambiente hipóxico resultado de una la alta demanda metabólica por 
el incremento de la celularidad y una insuficiente irrigación sanguínea que proporcione oxígeno 
al tejido. A pesar de que en la sinovial ocurre un proceso de formación de nuevos vasos 
sanguíneos estimulado por la gran variedad de quimioquinas y factores de crecimiento 
secretados, la elevada presión intraarticular existente puede llegar a superar a la presión de 
cierre de los capilares, produciendo un colapso que impide el suministro de oxígeno al tejido de 
manera intermitente (187). Otros factores, como una angiogénesis no funcional (formación de 
vasos inmaduros), contribuyen a la falta de oxígeno en la sinovial. En este sentido, es importante 
destacar que el grado de hipoxia de la sinovial AR se correlaciona con la actividad de la 
enfermedad y la disfunción mitocondrial (77). Así, en los períodos de mayor actividad de la 
enfermedad, cuando la hipoxia es más pronunciada en la articulación, el grado de mutagénesis 
mitocondrial en la sinovial se incrementa significativamente. Además, se ha demostrado que 
HIF-1 (que, como se ha comentado anteriormente, se activa en condiciones de hipoxia) 
contribuye al aumento del estrés oxidativo y disfunción mitocondrial al inducir un incremento en 
la actividad enzimática de iNOS, lo que da lugar a una elevada producción de NO que, a su vez, 
inhibe la función mitocondrial de los sinoviocitos humanos (80, 188). Además, durante períodos 
de hipoxia, HIF puede influir en la función mitocondrial mediante la supresión del ciclo de Krebs 
y de la respiración, ya que desvía la producción de ATP hacia la vía glucolítica, que se ve 
intensamente incrementada (189, 190). 
Por tanto, es posible que la hipoxia sea la causa o, al menos, una de las causas de la 
disfunción mitocondrial en los sinoviocitos AR. En este sentido, se ha encontrado que la hipoxia 
en la sinovial AR potencia la respuesta inflamatoria en sinoviocitos, aumentando la expresión de 
COX-2 y PGE2 y la liberación de MMPs en respuesta a IL-1β (191). Este dato concuerda con los 
resultados obtenidos en este trabajo, en los que la disfunción mitocondrial induce la expresión 
de mediadores inflamatorios en sinoviocitos humanos expuestos a IL-1β, apoyando la teoría de 
que los sinoviocitos con disfunción mitocondrial presentan una respuesta inflamatoria de 






Por su parte, la liberación de PGE2 inducida por disfunción mitocondrial a través de NF-
κB induce el incremento de HIF-1α, lo que relaciona la actividad transcripcional de estos dos 
factores (192). Así, se crearía un ciclo de retroalimentación positiva, en el que la hipoxia induce 
disfunción mitocondrial a través de HIF-1; y la disfunción mitocondrial induce la activación de 
HIF-1, bien directamente o a través de los mediadores inflamatorios (PGE2) inducidos por NF-κB.  
De hecho, en este estudio, se ha observado que la disfunción mitocondrial induce la 
activación de HIF-1 en sinoviocitos humanos. Uno de los principales genes inducidos por medio 
de la activación de HIF-1 es VEGF, un importante factor angiogénico que juega un papel clave en 
la patología AR. Así, se ha encontrado una elevada concentración de VEGF en el suero y en el 
líquido y la membrana sinovial de pacientes AR en comparación con pacientes con artrosis o 
personas sanas (92). Además, las citoquinas más abundantes en la sinovial AR, como TNFα, IL-1β 
o TGF-β, inducen la expresión de VEGF en sinoviocitos humanos (7). En nuestro estudio, cuando 
se ha estudiado la expresión génica de VEGF en sinoviocitos con disfunción mitocondrial 
inducida por OLI se ha encontrado un incremento dosis-dependiente, hasta niveles iguales o 
superiores a los inducidos por IL-1β. Sin embargo, al igual que los resultados obtenidos con HIF-
1, no se ha encontrado, respecto a la expresión de VEGF, un efecto sinérgico de la disfunción 
mitocondrial en presencia de IL-1β. Los ensayos funcionales confirmaron que los sinoviocitos con 
disfunción mitocondrial secretan mediadores angiogénicos al medio que son capaces de inducir 
la formación de tubos en células endoteliales. En concreto, mediante ensayos de neutralización, 
se identificaron VEGF e IL-8 como mediadores implicados en la inducción de formación de tubos, 
confirmando la capacidad de la disfunción mitocondrial para inducir angiogénesis activando HIF-
1 y/o NF-κB. Otros estudios también han demostrado que el daño oxidativo en células 
endoteliales es capaz de inducir la formación de tubos (193).  
En artritis inflamatorias, como ya se ha visto, el estrés oxidativo y la inflamación juegan 
un papel de gran relevancia, pero los tratamientos antiinflamatorios actuales a largo plazo 
presentan efectos adversos importantes, especialmente gástricos y cardiovasculares. Por ello, ha 
surgido un gran interés en el estudio de estrategias terapéuticas ofrecidas por compuestos 
naturales con propiedades antiinflamatorias. El RSV es un polifenol que se encuentra en altas 
concentraciones en frutos rojos y especialmente en la piel de las uvas negras y el vino tinto. Este 






clínicos y se le han atribuido propiedades antiinflamatorias, inmunorreguladoras, 
cardioprotectoras, antioxidantes, anticancerígenas y antienvejecimiento (130, 194-198). En 
modelos animales, RSV protege del desarrollo de enfermedades relacionadas con el 
envejecimiento y mejora la función mitocondrial (131, 136).  
En este estudio se ha demostrado que, en sinoviocitos, el RSV es capaz de revertir la 
respuesta inflamatoria por la disfunción mitocondrial en combinación con la citoquina IL-1β. Los 
niveles de PGE2 en los sinoviocitos tratados con RSV en nuestro modelo de disfunción 
mitocondrial, disminuyeron hasta niveles basales, mostrando un efecto tan eficaz como el AINE 
diclofenaco (resultados no mostrados). Además, la expresión de COX-2 e IL-8 mostró una 
drástica disminución. Probablemente, este efecto antiinflamatorio está debido, en parte, a su 
efecto antioxidante, ya que reduce los niveles de ROS inducidos por la disfunción mitocondrial 
en sinoviocitos, y a la inhibición de la activación de NF-κB en estas células, también descritos en 
este estudio.  
De acuerdo al conocimiento que se posee sobre esta molécula, otros posibles 
mecanismos inducidos por RSV que podrían tener lugar en los sinoviocitos de nuestro modelo de 
disfunción mitocondrial consisten en el incremento de la actividad de Nrf2 o en la inducción de 
autofagia que elimine las mitocondrias dañadas (mitofagia) y/o biogénesis mitocondrial que las 
sustituya por mitocondrias sanas (131, 140, 199, 200). Con el envejecimiento, los procesos de 
mitofagia y biogénesis mitocondrial se ven alterados, permitiendo que las mitocondrias dañadas 
continúen generando ROS y provocando un ciclo de estrés oxidativo e inflamación (201). Por 
este motivo, el envejecimiento constituiría un factor agravante de la AR, y la administración de 
compuestos como el RSV podría ser beneficiosa.   
La actividad protectora del RSV se ha demostrado también en sinoviocitos AR con 
disfunción mitocondrial, en los que puede revertir la expresión de COX-2, PGE2 e IL-8 (resultados 
no mostrados).  
En cuanto al efecto inductor de angiogénesis de la disfunción mitocondrial en 
sinoviocitos, el RSV también resultó ser capaz de controlarlo. En este estudio se ha observado 






VEGF inducida por la disfunción mitocondrial así como la formación de tubos inducida por los 
sinoviocitos en células endoteliales.  
Otros estudios han encontrado resultados similares en distintos tipos celulares en los 
que RSV inhibe la actividad COX-2 y la síntesis de PGE2 mediada por COX-2, así como la 
producción de IL-8 a través de la disminución de estrés oxidativo y la inhibición de la activación 
de NF-κB (138, 202-206). En sinoviocitos AR, inhibe la liberación de IL-1β y MMP-3 inducida por 
TNFα (207); y en sinoviocitos provenientes de ratas con artritis inducida o en condrocitos 
articulares, RSV reduce la expresión de VEGF (208, 209). En otros tejidos, son muchas las 
evidencias del RSV como inhibidor de la angiogénesis patológica (210-212). Es probable, según la 
literatura sobre el tema, que uno de los mecanismos por los que el RSV ejerce estos efectos 
antiangiogénicos en la sinovial AR sea debido a su capacidad para inhibir directamente la función 
de la integrina αvβ3 (213). Esta integrina se encuentra altamente expresada en los vasos de la 
sinovial AR, mientras que apenas se expresa en vasos normales (214). 
En conjunto, nuestros resultados, de acuerdo con otros trabajos de esta área de 
conocimiento, indican que el RSV puede representar una estrategia esperanzadora para 
controlar la respuesta inflamatoria en sinoviocitos y poder así atenuar los síntomas de las artritis 
inflamatorias.  
Sin embargo, tal como indican las directrices propuestas por el grupo de trabajo del 
congreso Resveratrol 2010 (215), son necesarios más ensayos clínicos (en campos como el 
cáncer, donde la investigación está más avanzada) y estudios preliminares en otros campos para 
determinar la seguridad y el beneficio de un tratamiento crónico con RSV. En el área de las 
artritis inflamatorias, un posible futuro tratamiento con RSV podría complementar a los actuales 
tratamientos antiinflamatorios permitiendo la reducción de las dosis de éstos y, por tanto, de 
sus efectos adversos. Uno de los principales efectos adversos de los actuales antiinflamatorios, 
como el diclofenaco, es el daño gastrointestinal. Éste es provocado porque, al inhibir las 
ciclooxigenasas, inhiben la síntesis de prostaglandinas que tienen un efecto protector el 
estómago. Este efecto adverso se mejora, aunque no se llega a solucionar, con los AINES 
selectivos de COX-2. En este trabajo, se ha comprobado mediante citometrías conjuntas de COX-
1/COX-2, que el RSV, siendo eficaz en la disminución de COX-2, no alteró la expresión de COX-1 






disminuye significativamente respecto a los no tratados. Probablemente, RSV esté inhibiendo la 
enzima mPGES, la última enzima implicada en la ruta de biosíntesis de la PGE2, ya que otros 
autores han encontrado este efecto en células de microglía de rata (216). Este efecto, por tanto, 
debe ser tenido en cuenta en futuros estudios, para encontrar un balance aceptable entre la 
dosis de RSV y el grado de inhibición adecuado de la síntesis de prostaglandinas, o la vía de 
administración.  
En resumen, en este apartado se ha demostrado la participación de la disfunción 
mitocondrial en la respuesta inflamatoria de los sinoviocitos humanos. Esta participación resulta 
de mayor relevancia fisiológica en sinoviocitos expuestos a IL-1β, al provocar una amplificación 
de la señal inflamatoria. La disfunción mitocondrial ejercería estos efectos a través de la 
producción de ROS y de la activación de NF-κB, y postulamos que la activación del inflamasoma y 
de AP-1 puede estar también involucrada. Además, la disfunción mitocondrial también ha 
mostrado poseer efectos proangiogénicos, induciendo la activación de HIF-1 y la expresión de 
VEGF. Es posible que el uso de compuestos antioxidantes naturales como el RSV proporcione 
efectos beneficiosos en pacientes con AR. El conjunto de los resultados obtenidos en este 









Figura 70: Esquema teórico de las rutas implicadas en la respuesta inflamatoria y angiogénica 
inducida por la disfunción mitocondrial. Como se ha descrito anteriormente, la AR está asociada a la 
disfunción mitocondrial y al estrés oxidativo, hechos que se correlacionan con el grado de inflamación 
del tejido sinovial afectado. Estas evidencias (mostradas previamente en la Figura 11), aparecen en 
gris en esta figura, mientras que se muestran en color las aportaciones del presente trabajo. En 
primer lugar, hemos confirmado por primera vez en sinoviocitos normales en cultivo, que la 
disfunción mitocondrial es capaz de inducir una respuesta inflamatoria (producción de COX-2 y su 
producto PGE2, e IL-8) a través de la generación de ROS y de la activación de NF-κB. Además, la 
disfunción mitocondrial induce la activación de otros factores de transcripción como AP-1 (que podría 
colaborar en la inducción de la expresión de mediadores inflamatorios), HIF-1 (que probablemente 
sea el principal responsable del incremento en la expresión de VEGF) y el factor antioxidante Nrf2. 
Además, cuando los sinoviocitos se encuentran en presencia de la citoquina IL-1β, ésta induce 
también la señalización inflamatoria a través de NF-κB, resultando en una amplificación de la 
expresión de los mediadores COX-2 (y PGE2) e IL-8. Es posible que en este incremento sinérgico de la 
respuesta inflamatoria inducida por la disfunción mitocondrial esté involucrada la formación del 
inflamasoma (ruta en azul), que culmina con una mayor producción de IL-1β que, probablemente, sea 
la responsable de la amplificación de la señal inflamatoria al volver a comenzar el ciclo. Se muestran 
en rojo los compuestos utilizados que pueden bloquear estas rutas a distintos niveles: NAC (N-
acetilcisteína) y mT (mitoTempo) interrumpen la señalización por ROS citoplasmáticos y 
mitocondriales, respectivamente; BAY inhibe la señalización NF-κB; RSV (resveratrol) actuaría a 
distintos niveles, al menos inhibiendo la producción de ROS y la activación de NF-κB; y Z-VAD-FMK 






B. Estudio del efecto de una disfunción en el sistema antioxidante 
Nrf2/ARE sobre la capacidad angiogénica de células endoteliales de 
arteria coronaria humana. 
 
La vía de señalización de Nrf2 es de vital importancia en el organismo. Este factor de 
transcripción es responsable de la mayor parte de la defensa antioxidante y detoxificante de las 
células y, por ello, la alteración de su buen funcionamiento puede provocar efectos perjudiciales 
a distintos niveles. Así, la depleción genética de Nrf2 en animales los hace más sensibles al daño 
por oxidantes o agentes inflamatorios, mientras que la activación de Nrf2 permite la 
supervivencia y adaptación a distintas condiciones de estrés (217). Diversos mecanismos en el 
envejecimiento contribuyen a una supresión de la actividad Nrf2, con efectos perjudiciales en los 
tejidos afectados, en los que acelera el deterioro asociado a la edad.  
El principal descubrimiento de este estudio es que una ruta funcional de Nrf2 es esencial 
para que tenga lugar una respuesta angiogénica endotelial eficaz, ya que una disfunción de la 
señalización Nrf2 en células endoteliales afecta negativamente a las principales etapas del 
proceso angiogénico: migración, proliferación, adhesión y formación de estructuras similares a 
capilares. Además, se ha demostrado que la alteración de Nrf2 también provoca un aumento de 
la sensibilidad de las células endoteliales a la muerte por apoptosis.  
Como se ha descrito anteriormente, un incremento en la producción de ROS activa la 
señalización de Nrf2 al facilitar su disociación de la proteína inhibitoria Keap1. Los resultados de 
este estudio, que muestran que Nrf2 es necesario para la angiogénesis, concuerdan con un papel 
central de las rutas de señalización redox en múltiples propiedades angiogénicas de las células 
endoteliales.  
La producción de ROS en respuesta a la estimulación con factores angiogénicos, 
especialmente mediada por las NADPH oxidasas endoteliales y también por la mitocondria, ha 
sido ampliamente descrita en la literatura (218-223). Así, se ha demostrado que la estimulación 
con VEGF incrementa la producción de ROS mediante la activación de NADPH oxidasas 
dependientes de Rac en células endoteliales. La unión de VEGF a su receptor VEGFR2 induce la 






complejo proteico formado por la NADPH oxidasa. Esta unión estimula la NADPH oxidasa para la 
generación de ROS, que a su vez media la autofosforilación de VEGFR2 para dar lugar a la ruta de 
señalización redox que induce mecanismos angiogénicos como la proliferación o la migración 
(224). Otros estudios demuestran que la producción de ROS dependiente de NADPH oxidasas 
también está involucrada en la señalización de IGF-1 (222). En cuanto al papel de ROS generadas 
en la mitocondria, los estudios son escasos. Sin embargo, debido a la importancia de este 
orgánulo en la producción de ROS y su capacidad de movilidad intracelular, puede jugar un papel 
importante en la generación de incrementos locales de los niveles de ROS necesarios para 
estimular procesos angiogénicos. En este sentido, Wang et al demostraron que las ROS 
mitocondriales son necesarias para la migración de las células endoteliales inducida por VEGF, 
aunque el mecanismo exacto está por determinar (223).  
Es lógico asumir, por tanto, que estos incrementos locales de los niveles de ROS 
inducidos por la activación de los receptores de VEGF e IGF-1 activan Nrf2, y que éste puede 
modular los efectos proangiogénicos de VEGF e IGF-1. De hecho, en este estudio, hemos 
comprobado que la estimulación de células endoteliales con VEGF o IGF-1 es capaz de inducir la 
activación de Nrf2, probablemente a través del incremento en la producción de ROS. Este 
resultado está corroborado por evidencias encontradas simultáneamente en nuestro grupo que 
muestran que ratones con una deficiencia en la producción de IGF-1 presentan una expresión 
disminuida de Nrf2 y sus genes relacionados (225). 
 Es posible que la inducción de enzimas antioxidantes mediada por Nrf2 juegue un papel 
importante al localizar la producción de ROS e integrar los eventos específicos de señalización 
redox que están involucrados en la angiogénesis, constituyendo así un paso necesario para la 
culminación de los procesos angiogénicos tras la estimulación con VEGF o IGF-1. De hecho, se ha 
demostrado que las rutas inducidas por Nrf2 juegan un papel importante en la señalización de 
los factores de crecimiento angiogénicos. Así, dichas rutas controlan la activación de los factores 
angiogénicos al regular la actividad de las quinasas que fosforilan sus receptores o también 
porque modulan los efectos de HIF-1α (226, 227). Por ello, es posible que el defecto en la 
señalización Nrf2 observado durante el envejecimiento sea el responsable de que las células 






En el presente trabajo hemos comprobado esta hipótesis y hemos demostrado que una 
disfunción de la señalización Nrf2 impide los procesos de migración, proliferación, adhesión y 
formación de tubos en células endoteliales de arteria coronaria humanas. Así, se concluye que 
en estas células la expresión de Nrf2 es necesaria para llevar a cabo los procesos angiogénicos en 
respuesta a VEGF o IGF-1 in vitro. Esta conclusión ha sido apoyada por diversas observaciones 
que muestran, asimismo, que Nrf2 es necesario para el desarrollo del proceso angiogénico en 
diversas células y tejidos. De hecho, en un trabajo publicado posteriormente por Florczyk et al, 
mostraron resultados similares en células progenitoras endoteliales de médula ósea (228). En 
este trabajo se demostró que el silenciamiento de Nrf2 afecta al potencial angiogénico de estas 
células que, además, se ve restaurado al sobreexpresar HO-1 (enzima diana de Nrf2) o estimular 
las células con sulforafano (un conocido activador de Nrf2). También se ha visto que la depleción 
genética de Nrf2 in vivo atenúa significativamente la formación de la red de capilares en la retina 
durante el desarrollo (229). El proceso de angiogénesis también juega un papel esencial en 
cáncer. Así, se ha encontrado que el bloqueo de Nrf2 suprime la angiogénesis en cáncer de colon 
(227). Además, otras evidencias señalan que las dianas de Nrf2, HO-1 y tiorredoxina, confieren 
efectos proangiogénicos (230-232). 
Sin embargo, se han encontrado resultados contradictorios en los que Nrf2 parece jugar 
un papel inhibitorio de la angiogénesis, al eliminar las ROS que se liberan en el tejido y que son 
necesarias para inducir la respuesta inflamatoria y la formación de nuevos vasos. Así, algunos 
estudios han encontrado que ratones con silenciamiento de Nrf2 muestran un incremento en la 
neovascularización inducida por isquemia en comparación con aquellos ratones sin deficiencia 
de Nrf2 (233, 234). El propio trabajo de Florczyk et al, mencionado anteriormente, también 
describe que, a pesar de que el silenciamiento de Nrf2 in vitro inhibe el potencial angiogénico de 
las células endoteliales, en ratones con deficiencia de Nrf2 se produce un incremento en el flujo 
sanguíneo en condiciones de isquemia, otorgando un papel clave a la inflamación en la 
neovascularización inducida por isquemia (228). Todo ello sugiere que deben existir diferencias 
importantes entre la angiogénesis que ocurre en distintos contextos, ya que son diversas las 
rutas de señalización que pueden inducir el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos. Por 
ejemplo, los mecanismos que activan la angiogénesis tras un evento isquémico, que cuentan con 
un importante componente inflamatorio, son diferentes de los mecanismos que inducen 






Además de regular el proceso angiogénico, Nrf2 también confiere efectos 
antiapoptóticos, que probablemente tienen un papel importante en la preservación de la 
integridad estructural de los capilares recién formados. Los resultados de este estudio 
demuestran que la disfunción de Nrf2 daña significativamente la resistencia al estrés oxidativo 
en células endoteliales exacerbando la muerte celular por apoptosis bajo condiciones asociadas 
a una elevada producción de ROS. Otros estudios corroboran este hallazgo y además 
comprueban que moléculas activadoras de este factor de transcripción poseen efectos 
protectores frente a la apoptosis de las células endoteliales (131, 225, 235-238). Es posible que 
los efectos antiapoptóticos de la activación de Nrf2 se deban, al menos en parte, a efectos 
protectores sobre la mitocondria (que probablemente previene la inducción de la ruta 
mitocondrial de muerte celular programada) o a la recuperación frente al incremento de la 
sensibilidad de los receptores de muerte observado en células deficientes en Nrf2 (239, 240).  
Las consecuencias patofisiológicas de una angiogénesis defectuosa y un incremento de 
la vulnerabilidad a la apoptosis asociada con la disfunción de Nrf2 serían múltiples. Es probable 
que la depleción de Nrf2 disminuya la densidad capilar en el corazón y afectar negativamente a 
la angiogénesis cardíaca y/o formación colateral inducida por estímulos fisiológicos (como el 
ejercicio) o patológicos (como sobrecarga de presión). Como se ha comentado anteriormente, el 
envejecimiento resulta en una severa disminución de la expresión y actividad de Nrf2 en la 
vasculatura, que está asociada con un incremento en la tasa de apoptosis endotelial y 
rarefacción microvascular (103, 104, 109, 241, 242). La disfunción de Nrf2 asociada al 
envejecimiento se relaciona con un significativo incremento en la producción de ROS en células 
endoteliales (103, 104). Así, aunque la señalización de ROS es necesaria para la angiogénesis 
fisiológica, existen evidencias de que un excesivo estrés oxidativo tiene efectos perjudiciales en 
los procesos angiogénicos endoteliales, ya que inhibe la actividad de la eNOS, impide la 
proliferación celular y puede inducir apoptosis, afectando a la vasodilatación y a la formación de 
vasos colaterales (98). 
Proponemos, por tanto, que la rarefacción microvascular y el defecto en la formación de 
vasos colaterales asociada con la disfunción de Nrf2 en el envejecimiento puede jugar un papel 
importante en la aparición de fallo y disfunción cardíaca con la edad y en su difícil reparación. 






inflamación característicos del envejecimiento. De hecho, hemos observado que cuando Nrf2 se 
encuentra inhibido en células endoteliales, la activación de la ruta NF-κB es mayor (resultados no 
mostrados), pudiendo tener consecuencias relacionadas con la mayor propensión a la formación 
de la placa aterosclerótica, entre otras. Otros grupos han encontrado resultados similares 
respecto a la relación Nrf2/NF-κB en otros tejidos (243). 
Es importante destacar que, aunque las estrategias proangiogénicas funcionan bien en 
animales de laboratorio jóvenes y sanos, una cantidad importante de ensayos clínicos en fase 
II/III destinados a inducir angiogénesis terapéutica en pacientes proporcionaron resultados 
decepcionantes (118, 244). Este hecho constituye un reflejo de la necesidad de más estudios 
sobre las rutas que tienen lugar durante la angiogénesis y sus modificaciones durante el 
envejecimiento, para así determinar cuáles serían las aproximaciones terapéuticas más 
efectivas. Como se ha demostrado, la disfunción del sistema Nrf2 durante el envejecimiento 
puede jugar un papel decisivo en el proceso angiogénico. Es posible que estos resultados 
negativos de los ensayos clínicos mencionados estén, al menos en parte, relacionados con la 
edad avanzada de los pacientes y su disfunción del sistema Nrf2, que impediría una correcta 
respuesta a los estímulos angiogénicos. Por ello, sería interesante determinar los posibles 
beneficios de la activación farmacológica de Nrf2 en cuanto a la inducción de una correcta 
respuesta angiogénica y/o la protección de los nuevos vasos sanguíneos frente a la apoptosis. En 
este sentido, se ha descubierto que Nrf2 puede ser activado farmacológicamente por el polifenol 
RSV en células endoteliales (131). El RSV puede ejercer efectos antiangiogénicos y 
proangiogénicos, en función de las circunstancias y el tipo celular. Así, aunque su efecto 
antiangiogénico está ampliamente demostrado en la literatura, especialmente relacionado con 
la neovascularización tumoral (212) o artrítica, se han encontrado suficientes evidencias de un 
papel proangiogénico en tejidos que sufren algún daño de tipo isquémico (245, 246). 
Especialmente, se han documentado las acciones antienvejecimiento del RSV entre las que se 
encuentra el incremento en el número de capilares en el cerebro de ratones viejos, la protección 
de las células endoteliales de la apoptosis y la disminución de la inflamación vascular asociada al 
envejecimiento (responsable de múltiples enfermedades vasculares) (198, 247-249). También 
otras moléculas antioxidantes y/o activadoras de Nrf2 pueden presentar efectos protectores que 
ayuden a preservar la función endotelial en el envejecimiento. Así, por ejemplo, se ha 






endoteliales in vitro (250); o que la curcumina, un polifenol derivado de la cúrcuma y encontrado 
en especias como el curry, puede proteger de la disfunción vascular asociada al envejecimiento 
(251, 252). El ejercicio físico moderado también posee efectos protectores del endotelio al 
inducir la activación de Nrf2 en el envejecimiento, o al inducir biogénesis mitocondrial tras 
isquemia cerebral (252-254).  
Sin embargo, numerosos estudios sugieren que una activación continua y prolongada de 
Nrf2 puede ser perjudicial, ya que cantidades excesivas de este factor se relacionan con cáncer y 
quimiorresistencia (28). Se ha descubierto que Nrf2 se encuentra constitutivamente activado en 
diversos tipos de cáncer humano, de manera que las células transformadas “manipulan” esta vía 
para su beneficio al protegerse del estrés celular asociado a su alta tasa de proliferación, o del 
ambiente hipóxico (255, 256). Esta expresión anormal de Nrf2 se encuentra normalmente 
asociada a mutaciones en su represor, KEAP-1, o silenciamiento de éste mediante 
hipermetilación epigenética de su promotor aunque también se han observado casos de 
mutaciones puntuales en NRF2 que impiden su ubiquitinización (257-262). Por todo ello, en el 
desarrollo de estrategias terapéuticas para trastornos relacionados con el envejecimiento, es 
importante buscar un restablecimiento de la actividad de Nrf2 en lugar de una hiperestimulación 
de esta vía provocando una inducción constitutiva y a largo plazo. 
En resumen, en este apartado se ha mostrado la importancia de Nrf2 en la formación de 
nuevos vasos sanguíneos. Así, se ha demostrado que la disfunción de Nrf2, que suele ocurrir 
durante el envejecimiento, lleva consigo una disminución de la respuesta angiogénica de las 
células endoteliales frente a estímulos como VEGF o IGF-1 y una mayor susceptibilidad a la 
apoptosis. Sin embargo, son necesarios más estudios para comprender en qué casos una 














A. La disfunción mitocondrial influye significativamente sobre la respuesta 
inflamatoria del sinoviocito humano normal en cultivo. 
1. Oligomicina induce disfunción mitocondrial en sinoviocitos humanos normales en 
cultivo, al inducir despolarización mitocondrial, disminución de la producción de ATP y 
aumento en la producción de ROS mitocondriales. 
2. La disfunción mitocondrial induce la expresión de los mediadores inflamatorios COX-2, 
PGE2 e IL-8 en sinoviocitos humanos normales en cultivo. 
3. La disfunción mitocondrial hace más sensible al sinoviocito al efecto inflamatorio 
inducido por la citoquina IL-1β, al provocar la inducción sinérgica de los mediadores 
COX-2, PGE2 e IL-8. 
4. La producción de ROS, la activación del factor de transcripción NF-κB y la activación de 
caspasas están involucrados en la respuesta inflamatoria inducida por la disfunción 
mitocondrial tanto en presencia como en ausencia de IL-1β en el medio. El factor de 
transcripción proinflamatorio AP-1 es activado por la disfunción mitocondrial tanto en 
presencia como en ausencia de IL-1β en el medio, y también podría participar en la 
respuesta inflamatoria inducida por disfunción mitocondrial. La disfunción mitocondrial 
es capaz de inducir la activación de Nrf2.  
5. Antimicina A y Paraquat inducen una respuesta inflamatoria similar a la inducida por 
oligomicina.  
6. La disfunción mitocondrial en sinoviocitos humanos induce la activación del factor de 
transcripción HIF-1 y la expresión de VEGF. La liberación de VEGF, así como de IL-8, 
inducida por disfunción mitocondrial es capaz de inducir la formación de tubos en 
células endoteliales.  
7. RSV ejerce un efecto antioxidante, antiinflamatorio y antiangiogénico en los sinoviocitos 










B. La disfunción del sistema antioxidante Nrf2/ARE en células endoteliales de arteria 
coronaria humana afecta negativamente a su capacidad angiogénica.  
 
8. Los factores proangiogénicos VEGF e IGF-1 inducen la activación de Nrf2. 
9. La disfunción del sistema Nrf2 en células endoteliales provoca una disminución en la 
capacidad de proliferación, adhesión, migración y formación de tubos de las células 
endoteliales. 
10. El silenciamiento de Nrf2 induce una leve activación de las caspasas-3/7 y provoca la 




En resumen, los resultados de este trabajo demuestran, por una parte, que la disfunción 
mitocondrial en los sinoviocitos participa en su respuesta inflamatoria al inducir la producción de 
mediadores inflamatorios y amplificar el efecto de IL-1β, y también mediante la inducción de la 
respuesta angiogénica. Por otra parte, se ha demostrado que el factor antioxidante Nrf2 es 
necesario para una correcta respuesta de las células endoteliales a los estímulos angiogénicos y 














A. Mitochondrial dysfunction significantly contributes to the inflammatory response in 
cultured normal human synoviocytes.  
1. Oligomycin induces mitochondrial dysfunction in cultured normal human synoviocytes, 
by inducing mitochondrial depolarization, decrease in ATP production and increase in 
mitochondrial ROS production.   
2. Mitochondrial dysfunction induces the expression of the inflammatory mediators COX-2, 
PGE2 and IL-8 in cultured normal human synoviocytes. 
3. Mitochondrial dysfunction renders synoviocytes more sensitive to the inflammatory 
effect induced by the cytokine IL-1β, by causing the synergistic induction of the 
mediators COX-2, PGE2 and IL-8. 
4. ROS production, activation of the transcription factor NF-κB, and activation of caspases 
are involved in the inflammatory response induced by mitochondrial dysfunction, both 
in presence or absence of IL-1β in the culture medium. The pro-inflammatory 
transcription factor AP-1 is activated by mitochondrial dysfunction, both in presence or 
absence of IL-1β in the culture medium and might also participate in the inflammatory 
response induced by mitochondrial response. Mitochondrial dysfunction is able to 
induce the activation of Nrf2. 
5. Antimycin A and Paraquat induce an inflammatory response similar to that induced by 
oligomycin. 
6. Mitochondrial dysfunction in human synoviocytes induces the activation of the 
transcription factor HIF-1, and the expression of VEGF. The release of VEGF, as well as IL-
8, induced by mitochondrial dysfunction is able to induce tube formation in endothelial 
cells. 
7. Resveratrol presents an antioxidant, anti-inflammatory, and anti-angiogenic effect in 










B. Dysfunction of the antioxidant system Nrf2/ARE in human coronary artery 
endothelial cells impairs its angiogenic capacity.  
 
1. The pro-angiogenic factors VEGF e IGF-1 induce activation of Nrf2. 
2. Dysfunction of the Nrf2 system in endothelial cells impairs the capacity of endothelial 
cells for proliferation, adhesion, migration, and tube formation. 
3. Nrf2 disruption induces a slight activation of caspases-3/7 and sensitizes endothelial 




In summary, the results obtained in this work demonstrate on the one hand, that 
mitochondrial dysfunction in synoviocytes participates in its inflammatory response by inducing 
the production of inflammatory mediators and amplifying the effect of IL-1β, and also by 
inducing an angiogenic response. On the other hand, the antioxidant factor Nrf2 has been 
proved to be essential for an appropriate response of endothelial cells to angiogenic stimuli and 
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